
































Книга И. Гершковича является од- 
Ним из широко распространенных 
В США руководств по генетике, 
Выдержавшим за короткое время 
Два издания. 


Материал книги расположен в 


Строго логической последователь- 
ности. Особое внимание в ней уде- 
лено молекулярным аспектам ге- 
нетики. Так, из 42 глав руководст- 
ва 28 посвящены биохимико-моле- 
кулярным разделам этой науки 
Удачен вопросник, помещенный в 
конце каждой главы, который по- 
могает лучше усвоить и глубже 
продумать приведенный в книге 
учебный материал. Руководство 
иллюстрировано большим количе- 
ством фотографий и схем. 

Особую ценность представляет со- 
брание речей генетиков — лауреа- 
тов Нобелевской премии. Содео- 
жание речей дает хорошее пред- 
ставление о достижениях совре- 
менной генетики и о тех путях, ко- 


торые привели к этим достиже- 
ниям. 
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ПРЕДИСЛОВИЕ 


Хорошо известно, что написание доброкачественного вузовского учебника 
или руководства — весьма трудное и сложное дело. При его создании при- 
ходится заботиться не только об изложении предмета на современном 
научном уровне, но и уделять большое внимание форме подачи материала, 
последовательности изложения, его наглядности. Успех учебника, несом- 
ненно, определяется тем, насколько гармонично представлены в книге 
эти качества. А поскольку выполнение такой синтетической задачи чрез- 
вычайно сложно, можно назвать относительно мало общепризнанных 
учебных руководств для вузов даже для «устоявшихся» дисциплин, име- 
ющих прочные традиции в издании такого рода книг. 

Все эти трудности, естественно, неизмеримо возрастают, когда речь идет 
о руководстве по стремительно развивающейся дисциплине, в которой 
вновь полученный материал по своему объему и значению конкурирует 
со всем накопленным ранее, а написание учебника происходит непосред- 
ственно в этот бурный период времени. Подобная ситуация имеет место 
сейчас при издании учебника по генетике. 

Пожалуй, ни одна биологическая дисциплина не пережила за послед- 
ние два десятилетия и не продолжает переживать такое бурное развитие, 
как генетика. Прогресс в изучении наследственности столь велик, что 
позволил перейти от организменного, клеточного и субклеточного уров- 
ней рассмотрения основ генетики на молекулярный. Этот переход обязан 
многим факторам и, в первую очередь, введению в круг генетически изу- 
чаемых объектов микроорганизмов, а также тесному контакту генетики 
с такими дисциплинами, как физика, химия и биохимия. Удачный выбор 
объектов исследования с одновременной биохимизацией генетики позво- 
лили выявить роль ДНК в наследственности, расшифровать ее строение, 
открыть код наследственной информации и первичные пути его реализа- 
ции, а также установить целый ряд других фундаментальных закономер- 
ностей. 

Но прогресс генетики не повлек за собой отрицания или хотя бы ума- 
ления значения того, что было установлено в этой науке ранее. Более того, 
только на основе уже накопленного материала, а именно на основе хромо- 
сомной теории наследственности, оказалось возможным сформулировать 
современные представления о молекулярном строении «вещества наслед- 
ственности»— ДНК, молекулярной природе основной единицы наследст- 
венности — гена, о природе генетической регуляции развития признаков 
организма и т. д. и т. п. Таким образом, возводимое здание современной 
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генетики есть как бы единый архитектурный ансамбль, фундаментом 
которому служит хромосомная теория наследственности. 

В связи с таким бурным развитием генетики естественно, что поток 
научной информации в виде статей и книг столь велик, что его использова- 
ние представляет большую сложность. Этот поток буквально захлестывает 
исследователей-генетиков. Вместе с тем, поскольку здание генетики еще 
далеко не достроено, то нет особых оснований предполагать, что количест- 
во вновь получаемой информации будет в ближайшее время уменьшаться. 
Поэтому написание вузовского руководства по генетике представляет собой 
задачу особой трудности. Вместе с тем, эта задача не может быть отложена 
до конца «реконструктивного» периода. 

Как строить современный учебник или руководство по генетике, пред- 
назначенное для университетов? Давать ли в нем лишь хорошо устоявшие- 
ся положения или не ограничиваться только ими? Вводить ли в руковод- 
ство те разделы генетики, с которых еще не сняты «леса строек»? Если 
вводить, то где та грань, за пределы которой нежелательно было бы пере- 
ступать? Все эти и аналогичные вопросы требуют быстрого ответа. Пока 
однозначного ответа на них нет. Вот почему написание в настоящее время 
учебника по генетике — это своеобразный поиск тармоничного соче- 
тания основных устоявшихся положений с информацией о том бурно разви- 
вающемся новом, без чего нет и не может быть современного учебного руко- 
водства по генетике. Существует и другая трудность при написании тако- 

го руководства: нельзя беспредельно увеличивать его объем. Отсюда сле- 
дует какие-то разделы излагать более схематично, чем это делалось ранее, 
уступая место новому; что-то из курса вообще должно быть перенесено 
в программу средней школы. Мера всего этого достаточно неясна. Здесь 
пока еще нет никаких канонов. Поэтому написание нового учебного ру- 
ководства по генетике есть сложный и трудный педагогический поиск. 
Только опыт использования учебников и руководств, по-разному решаю- 
щих поставленные выше вопросы, позволит найти на них правильные 
ответы. Очевидно, что для накопления такого рода опыта рационально 
использовать, наряду с отечественными книгами, и иностранные руко- 
водства. 

В предлагаемом вниманию читателей переводе американского руковод- 
ства по генетике, написанного И. Гершковичем, явное предпочтение отдано 
изложению молекулярных аспектов этой науки.' Так, из 42 глав книги 
лишь около половины излагают традиционный материал курса классиче- 
ской генетики, а остальные посвящены молекулярному ых биохимиче- 
скому уровню рассмотрения самых различных проблем генетики. 
Изложение молекулярной генетики, основанное на изучении микро- 
организмов, является несомненно сильной стороной руководства. Поло- 
жительно должна быть оценена и строго логическая последовательность 
изложения материала. Это касается как его распределения по главам, 
так и внутреннего построения последних. Гершкович нарочито подчерки- 
вает логику развития основных генетических представлений, подчас фор- 
мулируя последние как самостоятельные логические задачи. Такой под- 
ход достаточно выражен, начиная с изложения механизма, определяющего 
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передачу признаков по наследству, и кончая обсуждением возможных 
путей регуляции действия генов. Автор не боится ввести читателя в лабо- 
раторию генетической науки сегодняшнего дня, где далеко не все еще 
решено и куда новые важные сведения поступают необычайно быстро. 
В этом отношении книга Гершковича вполне современна. Но современ- 
ность книги, хотя это может и показаться странным, повлекла за со- 
бой ее недостатки. 

Во-первых, в книгу вошли сведения по молекулярной биологии, ко- 
торые были справедливы к моменту ее написания, а к сегодняшнему дню 
уже успели устареть и стали недостаточно полно отображать современ- 
ные представления. Это прежде всего касается некоторых сторон синтеза 
белка и установления генетического кода (гл. 33,34), а также вопроса 
о регуляции действия гена (гл. 36). Во-вторых, очевидно из-за недостат- 
ка места в книге оказались слабо освещены такие кардинальные вопро- 
сы генетики, как генетика популяций, генетические основы эволюции и 
селекции, наследование количественных признаков и некоторые другие. 
Это та цена, которую заплатил автор за достаточно подробное и глубокое 
изложение молекулярных аспектов генетики. Цена, очевидно неоправдан- 
ная для учебника, но которую можно понять, рассматривая книгу Гер- 
шковича как руководство. 

Методической удачей книги является вопросник, приводимый в конце 
каждой главы. Он преследует цель не столько облегчить школьное освое- 
ние изложенного материала, сколько заставить читателя глубже над ним 
задуматься и использовать полученные знания для обсуждения смежных 
вопросов. Особенно существенно, что эти вопросы ориентируют читателя 
на самостоятельное продумывание генетического содержания книги. 

Книга богато иллюстрирована, в ней, помимо многочисленных в основ- 
ном остроумных и оригинальных схем, рисунков и таблиц, даны фотогра- 
фии ряда видных генетиков. В связи с последним нельзя не отметить как 
недостаток книги избирательность подбора фотографий — в подавляю- 
шем большинстве это американские исследователи. Неоправданный аме- 
риканизм в еще большей степени выявляется при цитировании работ как 

в тексте книги, так и в списках литературы, приводимых в конце каждой 
главы. Здесь Гершкович не избежал распространенной среди американ- 
ских авторов болезни — необъективного выбора работ для цитирования 
и, в частности, забвения советских ученых. Так, в книге не упоминается 
имя Н. И. Вавилова *— автора, открывшего закон гомологических рядов 
наследственной изменчивости. Отсутствуют ссылки на С. С. Четверикова *®, 
классические исследования которого положили начало изучению гене- 
тики популяций и сыграли исключительную роль в создании генетической 
теории эволюции. Нет в книге и упоминания работ А. С. Серебровского 3, 
1Н. И. Вавилов. Закон гомологических рядов в наследственной изменчивости. 

Сб. «Теоретические основы селекции растений», т. 1. М.— Л., Сельхозгиз, 1935. 

2 С. С. Четвериков. О некоторых моментах эволюционного процесса с точки зрения 

современной генетики.— Бюлл. МОИП; 41965, т. 70, вып. 4, 33 

ЗА. С. Серебровский. Влияние гена ригр!е на кроссинговер между Ыаск и сшпаЪег 

у Дтозорь а те/аповает.— Журнал эксперим. биологии, 1926, серия А.2, выи. 1. 


Его же. Исследование ступенчатого аллеломорфизма.— Журнал эксперим. био- 
логии, 1930, т. 6, вып. 2, 61. 





явившихся первым реальным шагом на пути создания современного пред- 
ставления о тонкой структуре гена. Отсутствие изложения как этих иссле- 
дований, так и некоторых других важнейших работ несомненно обедняет 
книгу. 

Отдельно необходимо остановиться на приложении к книге, составлен- 
ном из речей генетиков — нобелевских лауреатов, произнесенных при 
вручении им премий. Мысль собрать воедино все эти речи, предпослав им 
выдержку из письма Менделя к Негели, является весьма ценной {. Речи 
лауреатов представляют несомненный интерес прежде всего потому, что 
читатель получает в них ценнейшую научную информацию в достаточно 
доступной форме из первых рук — от первоклассных ученых, внесших 
большой вклад в развитие генетики. Речи, собранные вместе, представ- 
ляют как бы концентрат открытий, характеризующих современное со- 
стояние учения о наследственности. 

Оценивая книгу Гершковича в целом, мы не сомневаемся, что, несмотря 
на ряд недостатков, она будет полезна не только как руководство для сту- 
дентов и аспирантов, специализирующихся в генетике, но и для широкого 
круга биологов, интересующихся общими вопросами своей науки. 


Н. И. Шапиро 


1 Настоящее издание дополнено речью нобелевского лауреата Жакоба, произнесенной 
уже после выхода в свет книги Гершковича в Америке. 
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Глава 1 


ГЕНЕТИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ И МИТОЗ 


Каждый из нас несомненно осознает себя существом того же рода, что и его 
родители. Они произвели на свет нового человека, а не растение, не рыбу 
и не птицу. Начнем поэтому с предположения о том, что существует не- 
кий внутренний фактор, который заставляет людей рождать именно лю- 
дей. Назовем этот врожденный фактор, обеспечивающий происхождение 
подобного от подобного, генетическим, фактором. Так как каждое растение 
или животное дает потомство своего же вида, можно сделать более общее 
заключение, предположив, что каждый вид организмов обладает таким 
внутренним генетическим фактором. Но при этом необходимо также приз- 
нать, что генетические факторы собаки, яблони и человека должны как-то 
отличаться друг от друга для того, чтобы образовывать в качестве конеч- 
ного продукта столь различные организмы. 

Помимо основных видовых черт сходства каждая особь по ряду приз- 
наков похожа, а по ряду признаков отличается от своих родителей. С чем 
это связано? Вес родителей и детей в сравнимом возрасте отличается мень- 
ше в том случае, когда калорийность их пищи одинакова, и больше, когда 
они потребляют разное количество калорий. Отсюда очевидно, что внеш- 
ние условия, в которых живут родители и дети, могут в некоторых слу- 
чаях быть причиной сходства и различий между ними. Но все ли черты 
сходства и различий между людьми вызываются внешними условиями, 
или в их возникновении играет роль генетический фактор, который, как 
мы предположили, отвечает за порождение подобного подобным? 

Для ответа на этот вопрос полезно рассмотреть результаты ряда иссле- 
дований, проведенных с бобовыми растениями Иоганнсеном. Тот вид бобо- 
вых растений, о котором идет речь, размножается половым путем, при- 
чем одно и то же растение выполняет функции родителей как мужского, 
так и женского пола. Предположим пока, что генетический фактор пере- 
дается от родителя к потомку, причем передается без изменения. Гене- 
тический фактор, очевидно, имеет материальную основу и, как все осталь- 
ные материальные объекты, должен обладать химическими и физическими 
свойствами. Мы приходим таким образом к необходимости постулировать 
существование генетического материала. 


ГЕНЕТИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ 


Возьмем одно бобовое зерно. Когда выросшее из него растение даст зерна 
(рис. 1—1,А), оказывается, что они отличаются друг от друга по величи- 
не: некоторые из них очень мелкие, другие просто мелкие, третьи средней 
величины. Согласно нашей гипотезе, все эти зерна обладают одинаковым 
генетическим материалом, имеют одинаковую генетическую конституцию, 
или генотип. Различия в размере зерен проще всего объяснить разницей 
во внешних условиях во время их формирования. Это предположение 
можно проверить, посадив все эти зерна и изучив размеры зерен, которые 
дает каждое растение. При этом оказывается, что каждое зерно, независи- 
мо от собственных размеров, дает потомство очень мелких, просто мелких 
и средних зерен. Этот опыт можно повторять из поколения в поколение 
с неизменным результатом. Такую последовательность поколений, все 
члены которой обладают одинаковым генотипом, можно назвать чистой 
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РИС. 1-1. 
Относительные размеры зерен при самоопылении бобов 


линией. Проявление генотипа в виде признаков (в нашем случае размер 
зерен) называют фенотипом. Различия во внешних условиях могут при- 
вести к тому, что один и тот же генотип образует разнообразные фено- 
типы, и мы можем заключить, что различия между зернами в чистой ли- 
нии вызваны внешними условиями, а не различиями в генотипе. 

Возьмем теперь другое зерно, которое принадлежит к тому же виду 
бобов, что и первое, но дает потомство очень крупных, просто крупных 
и средних зерен (рис. 1—1,Б). Так как все эти зерна в свою очередь дают 
потомство с такими же вариациями фенотипа, то очевидно, что мы имеем 
дело с другой, отличной от первой чистой линией, в которой фенотипиче- 
ская изменчивость определяется внешними условиями. 

Как можно объяснить различия между этими двумя чистыми линиями, 
одна из которых дает определенное количество очень мелких и просто мел- 
ких зерен, а другая — очень крупных и просто крупных зерен? Поскольку 
все растения росли в одинаковых условиях, фенотипические различия 
нельзя приписать различию во внешней среде. Следовательно, они дол- 
жны быть связаны с различиями в генотипе. Таким образом, мы должны 
заключить, что генетический материал этих двух чистых линий отличается 
друг от друга. Как же объяснить тот факт, что некоторые зерна в обоих 
генетически отличающихся чистых линиях похожи друг на друга: обла- 
дают средним размером? Очевидно, разные генотипы дают одинаковый 
фенотип под влиянием внешних условий. - 

Как уже говорилось, при одинаковых внешних условиях средний раз- 
мер зерен в чистой линии остается постоянным независимо от размера 
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того зерна, из которого они были выращены. Так, в первой чистой 
бобовые зерна — потомки обладают одним и тем же 
независимо от того, выросли ли они из очень мелког 
родительского зерна. Точно так же во второй 
оказывается одинаковым и в том случае, ког 
дало средними размерами, 
словами, как и следовало о 


линии 
средним размером 
о или же из среднего 
линии средний размер зерен 
да родительское зерно обла- 
и когда оно было очень крупным. Другими 
кидать на основании гипотезы о генетической 
идентичности всех членов чистой линии, в пределах такой линии бессмыс- 
ленно проводить отбор по размеру зерен. 
При проведении описанных опытов с бобами прилагались все усилия 

к тому, чтобы внешние условия были одинаковы. Это не значит, что они 
не менялись. Внешняя среда менялась, но примерно в одном и том же 
иаправлении и в одной и той же степени для всех подопытных растений. 

рассматриваемой конкретной работе фенотипическая изменчивость, свя- 
занная с колебаниями внешних условий, не оказалась столь большой, что- 
бы полностью замаскировать фенотипический эффект генетического раз- 
личия. Однако в каждом произвольно выбранном случае нельзя заранее 
предсказать, в какой степени каждый данный конкретный фенотип обуслов- 
лен влиянием генотипа и в какой — внешних условий. Таким образом, 
теоретически как фенотипическое сходство, так и фенотипическое разли- 
чие двух особей одного вида могут возникнуть в результате любой из 


четырех приведенных ниже комбинаций, проиллюстрированных конкрет- 
ными примерами: 


1. Одинаковые генотипы 
при одинаковых внешних условиях 


Фенотипическое различие: одно мелкое и одно среднее бобовое зерно из 
одной чистой линии. 


Фенотипическое сходство: два мелких бобовых зерна из одной чистой 
линии. 


2. Различные генотипы 
при одинаковых внешних условиях 


Фенотипическое различие: одно мелкое и одно крупное бобовое зерно из 
генетически отличающихся чистых линий. 

Фенотипическое сходство: два средних бобовых зерна из генетически 
отличающихся чистых линий. 


3. Одинаковые генотипы 
при разных внешних условиях 


Фенотипическое различие: бобовое растение, выращенное на свету, окра- 
шено в зеленый цвет, а выращенное в темноте — в белый цвет, хотя оба 
растения принадлежат к одной чистой линии. : 

Фенотипическое сходство: если два кролика принадлежат к определен- 
ной чистой линии (генетически черных кроликов), то у обоих будет черная 
шкурка, хотя один рос при высокой температуре, а другой — при низкой, 


4. Разные генотипы 
при разных внешних условиях 


Фенотипинческое различие. Кролик генетически черной линии, выращенный 
в холодном климате, обладает черным мехом, а кролик гималайской линии, 
выращенный при умеренных температурах, имеет характерную «гималай- 


скую» окраску, т. е. белую за исключением лап, хвоста, морды и ушей чер- 
ного цвета (рис. 1—2). 
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РИС. 1-2. 

Сиамский кот, выросший 
при умеренных темпера- 
турах, обладает такой же 
пигментацией, что и ги- 
малайский кролик 


Фенотипическое сходство. Кролик генетически черной линии, выращен- 
ный при умеренных температурах, и кролик гималайской линии, выра- 
щенный при низких температурах, обладают черным мехом. 

Последний пример показывает, что генотипически отличающиеся 0с0- 
би, которые фенотипически различны при одних внешних условиях, при 
других условиях могут оказаться фенотипически сходными. Полностью 
черный гималайский кролик называется Фенокопией генетически черного 
кролика. Лица, страдающие наследственным диабетом, но принимающие 
инсулин, — это фенокопии генетически нормальных людей, не принимаю- 
щих инсулина. Если беременная женщина принимает талидомид, то гене- 
тически нормальные эмбрионы развиваются в фенокопии генетически 
ненормальных особей, у которых нет всех четырех или большинства конеч- 
ностей. Таким образом и нормальные, и патологические фенотипы могут 
быть фенокопиями. 

Пример с окраской меха кроликов поучителен и в другом отношении. 
Генетически черный кролик имеет черную шкуру при любой температуре, 
если только последняя не летальна. Для этого генотипа, по-видимому, 
не существует вариаций проявления фенотина в зависимости от изменений 
температуры. Однако, как уже указывалось, в гималайской линии дело 

обстоит иначе. Если выращивать гималайских кроликов при очень высо- 
кой температуре, их шкурка оказывается совершенно белой. В этом слу- 
чае амплитуда фенотипической вариации (норма реакции генотипа) отно- 
сительно велика: с повышением температуры окраска изменяется от совер- 
шенно черной через гималайскую до совершенно белой. 

Теперь мы можем ответить на вопрос о природе сходства и различий 
между потомками и между ними и их родителями. Распространяя прин- 
ципы, только что описанные для бобов и кроликов, на все остальные орга- 
низмы, включая человека, можно сделать заключение, что генетический 
материал отличается не только у разных видов организмов, но может 
отличаться и у разных организмов одного и того же вида. И при одинако- 
вом, и при разном генотипе между организмами может наблюдаться фено- 
типическое сходство, а фенотипические отличия организмов могут быть, 
а могут и не быть обусловлены генетическими различиями. 

Признав существование генетических различий как внутри видов, так 
и между видами, можно спросить, как возникают эти генетические разли- 
чия? Если выращивать чистую линию бобов с крупными зернами в тече- 
ние многих поколений, то в виде редкого исключения попадаются очень 
мелкие зерна, дающие потомство зерен, размер которых варьирует от мель- 
чайшего до мелкого и которые явно образуют новую чистую линию 

(рис. 1—41,В). Очевидно, что генетический материал чистой линии бобов 
с крупными зернами как-то изменился, перешел в другую, передающуюся 
по наследству форму, которая теперь вызывает образование в среднем 
очень мелких бобов. Такое изменение генотипа, передающееся потомству, 
можно приписать процессу, именуемому мутацией. Результатом мутации 


12 








является мутант. Этот термин можно относить как к генотипу, так и к 
фенотипу новой особи. 

Подобно тому как легко приписать различия между собаками и кош- 
ками генетическим различиям, часто бывает просто показать, что опре- 
деленные различия между линиями одного и того же вида имеют генети- 
ческую природу. Существует много разновидностей или пород голубей, 
собак, крупного рогатого скота и других домашних животных, которые 
отличаются друг от друга по фенотипу. Многие из таких различий объяс- 
няются различием генотипов. Это доказывается сохранением фенотипиче- 
ских различий даже после того, как разные породы в течение многих поко- 
лений выращивались в одинаковых условиях. Обнаруженные таким обра- 
зом внутри вида неодинаковые генотипы обладают чрезвычайным разно- 
образием. Существование такой генетической неоднородности всегда сле- 
дует иметь в виду, если мы хотим больше узнать о природе генетического 
материала. 

Чтобы больше узнать о генетическом материале, необходимо подробнее 
изучить материальные компоненты, из которых построен организм, осо- 
бенно компоненты, передаваемые от родителей к потомству. Большая часть 
организмов состоит из строительных блоков (обычно микроскопических), 
которые называются клетками, а также из веществ, вырабатываемых клет- 
ками. В начале своего существования подобный организм представляет 
собой единичную клетку, или две клетки, слившиеся в одну, или же груп- 
пу неслившихся клеток. В любом случае эти клетки происходят от роди- 
тельских особей и служат звеном или мостиком, обеспечивающим преем- 
ственность между поколениями. В тех случаях, когда новый организм 
начинает свое существование в виде одной или нескольких не слившихся 
клеток, полученных от одного родителя, происходит бесполое размноже- 
ние. Если же потомок получает клетки от двух родителей, имеет место 
половое размножение. При половом размножении две зрелые половые клет- 
ки, или гаметы, в процессе оплодотворения сливаются в одну новую клет- 
ку — зиготу, которая дает начало новому организму. У высших живот- 
ных женская гамета называется яйцевклеткой, мужская — сперматозоидом, 
а зигота — оплодотворенной яйцеклеткой. У бобовых растений, как уже 
упоминалось, и мужские и женские гаметы образуются на одном расте- 
нии, так что в норме происходит самооплодотворение. У людей два типа 
половых клеток образуются у особей противоположного пола, так что 
всегда происходит перекрестное оплодотворение. 

Когда же передается от родителей к детям наш гипотетический генети- 
ческий материал? Рассмотрим организмы, состоящие всего из одной клет- 
ки и размножающиеся бесполым путем, разделяясь на две клетки. При 
этом процессе родитель, так сказать исчезает, его индивидуальность 
заменяется двумя дочерними клетками того же самого типа. Образовав- 
шись, дочерние клетки часто сразу расходятся с тем, чтобы никогда боль- 
ше не встретиться. В этом случае генетический материал должен быть пере- 
дан до завершения деления клетки. Следовательно, для того, чтобы найти 
ключи к пониманию физической природы генетического фактора и зако- 
номерностей его передачи, необходимо детально изучить клетку и процесс 
клеточного деления. 


митоз 


Мы уже обращали внимание на клеточную преемственность между поко- 
лениями. Генетическая передача возможна только благодаря этой пре- 
емственности, по крайней мере у одноклеточных организмов, для которых 
деление клетки эквивалентно воспроизведению. В отношении механизма 
клеточного деления все организмы, состоящие из клеток, чрезвычайно 
похожи друг на друга. Поэтому поиски материальной основы генотипа 
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мы начнем с краткого ознакомления с некоторыми общими свойствами 
клеточной структуры, а также с тем, как выглядят под микроскопом деля- 
щиеся клетки. 

Клетка состоит из двух основных частей (рис. 1—3): периферической 
цитосомы, в которой содержатся вещества, образующие цитоплазму, 
и расположенного ближе к центру ядра, содержащего нуклеоплазму. На 
последних этапах клеточного деления у высших растений цитоплазма 
делится за счет образования перегородки, которая возникает внутри 
и растет к периферии клетки до тех пор, пока не происходит полного раз- 
деления на две дочерние клетки. В клетках животных на периферии обра- 
зуется бороздка, которая углубляется до тех пор, пока родительская клет- 
ка не разделяется на две. Степень идентичности дочерних клеток в отно- 
шении цитоплазматических компонентов зависит от расположения пере- 
городки или бороздки в родительской клетке. В некоторых случаях деле- 
ние происходит посередине клетки, но часто оно совершается не в центре, 
так что две дочерние клетки получают совершенно различное количество 
цитоплазмы. 

Если цитоплазматические компоненты не всегда делятся между дочер- 
ними клетками поровну, то с ядерными компонентами этого не происходит. 
Обычно деление ядра происходит непосредственно перед делением цито- 
сомы. Но ядро не просто делится на две части за счет образования борозд- 
ки или перегородки. Вместо этого в ядре перед делением происходит ряд 
удивительных подготовительных событий. Процесс непрямого деления 
ядра называется митозом. 

В то время, когда ядро не проявляет никаких видимых признаков мито- 
за, оно, тем не менее, биохимически очень активно. В это время 
(рис. 1—4,А) оно окружено ядерной мембраной и заполнено рыхлым более 
или менее однородным материалом, матриксом, в котором располагается 
одно или несколько маленьких тел, называемых ядрышками. 

Первым указанием на то, что ядро собирается поделиться, служит 
появление в рыхлом веществе матрикса множества отдельных волокон 
(рис. 1—4,Б); некоторые из них связаны с ядрышками. Эти волокна назы- 
вают хромосомами. Их появление знаменует собой начало первой стадии 
митоза — профазы. Тщательные цитологические наблюдения выявляют, 
что каждая хромосома в свою очередь состоит из двух тонких нитей, бес- 
порядочно переплетенных друг с другом. Эти нити, образующие хромосому, 
называются хроматидами. По мере протекания профазы хроматиды во 
всех хромосомах укорачиваются, утолщаются и постепенно расплетаются 
(рис. 1—4,В). Ядрышки уменьшаются; предполагается, что часть материа- 
ла, идущая на утолщение хроматид, поступает из ядрышек. В конце про- 
фазы (рис. 1—4,Г) ядрышки и ядерная мембрана исчезают и хроматиды 
образуют толстые стержни, которые к этому времени впервые начинают 
активно двигаться. Активное движение не является свойством всей хромо- 
сомы, но ограничивается ее определенным участком, называемым центро- 
мерой, или кинетохором (см. стр. 392). 

Движение центромер происходит в определенном направлении относи- 
тельно структуры, называемой веретеном, которое формируется в течение 
профазы. Готовое веретено напоминает кисти рук, касающиеся друг друга 
кончиками растопыренных пальцев. Запястья соответствуют полюсам 
веретена, а пальцы — нитям веретена. Где бы ни находились хромосомы 
относительно аппарата веретена, они движутся так, что их центромеры 
оказываются в одной плоскости, перпендикулярной оси, соединяющей 
полюса веретена, то есть в экваториальной плоскости веретена, в которой 
располагаются кончики касающихся пальцев. В это время пассивная - 
хромосомы может располагаться относительно веретена произвольным о ой 
зом. Когда центромеры разместились в экваториальной плоскости верет 
на, митоз достигает средней фазы — метафазы (рис- 1—4,Д). 
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РИС. 1-3. 
Схематическое изображение клетки в поперечном разрезе 
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До сих пор хроматиды хромосом все еще ‘ 

были связаны друг с другом в центромере А. Интерфазв 
или рядом с ней, хотя в остальных местах 
они в основном отделились друг от друга. 
Теперь хроматиды делятся и в центромерах, 
и две дочерние центромеры внезапно начи- 
нают расходиться в противоположные сторо- 
ны: одна идет к одному полюсу веретена, вто- 
рая — к другому. Центромеры тянут за собой 
всю хроматиду, которая теперь называется 
хромосомой. Стадия, на которой хроматиды 
разделяются, затем двигаются в направлении 
полюсов и, наконец, собираются в виде хро- 
мосом на полюсах, называется анафазой 
(рис. 1—4, 2). 

Когда хромосомы достигают полюсов, на- 

ступает последняя фаза митоза — телофаза 
(рис. 1—4,Ж), в которой события происходят 
в обратном порядке по сравнению с профа- 
зой. Распадается аппарат веретена, вокруг 
хромосом образуется новая ядерная мембрана, 
и снова появляются ядрышки. Хромосомы 
становятся тоньше и длиннее, а затем удается 
различить, что они состоят из двух тонких 
переплетенных между собой нитей (хрома- 
тид). В конце концов хромосомы уже нельзя 
различить как обособленные образования, и 
ядро вступает в интерфазную, межмитоти- 
ческую, или метаболическую, стадию (см.снова 
рис. 1—4,4). 

Может создаться впечатление, что в одном 
отношении данное нами схематическое описа- 
ние митоза либо не полно, либо вводит в за- 
блуждение. Действительно, утверждалось, 
что в профазе хромосома состоит из двух ы: 
хроматид или нитей, которые в метафазе Д. Метафазт 
располагаются определенным образом для | б 
того, чтобы затем разделиться в анафазе. | (вид сбоку ) 
Сразу же после разделения новоприобретен- 
ная индивидуальность хроматид подчерки- 
вается переименованием их в хромосомы. Но мы определили хромосому 
как структуру, состоящую из двух видимых нитей! Вопрос, таким образом, 
заключается в том, содержит ли анафазная хромосома те две нити или 
хроматиды, которые видны в телофазе? Анафазная хромосома могла бы 
состоять из двух нитей, если бы каждая хроматида каким-то видимым 
образом воспроизвела себя в промежутке времени между сильно раскру- 
ченным состоянием в профазе и телофазе. Заметим, что вопрос о реплика- 
ции хроматид обсуждается на том уровне, который может быть обнаружен 
наблюдениями с помощью микроскопа. Репликацию хромосом и хроматид 
можно изучать и другими способами. Поэтому рассмотрим некоторые дан- 
ные о репликации хромосом на химическом уровне, которые помогут нам 
понять ее удвоение, видимое под микроскопом. 

Хромосомы («окрашенные тела») являются единственными клеточными 
структурами, которые при окрашивании по методу Фельгена приобретают 
пурпурный цвет. По количеству пурпурной краски в хромосоме можно 
измерять количество хромосомного материала. Между профазой и тело- 
фазой количество хроматина (хромосомного материала, окрашиваемого 
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нафаза Ж. Телофаза 


РИС. 1-4. 
Митоз в кончиках корешков лука (фото В. Е. Се]апа) 


по Фельгену) не изменяется, но зато оно удваивается в течение нескольких 
часов во время интерфазы. Таким образом, в начале профазы каждая 
хромосома, судя по ее способности окрашиваться, химически уже репли- 
цировалась. На микроскопическом уровне это удвоение еще не заметно, 
так что в каждой из двух видимых хроматид в хромосоме содержится хими- 
ческий материал для двух идентичных хроматид, еще не различимых под 
микроскопом в виде отдельных нитей. Этот новый материал еще не разли- 
чим либо потому, что он не принял соответствующей хроматидной формы, 
либо потому, что, приняв эту форму, две сестринские хроматиды так тесно 
прилегают друг к другу, что вместе выглядят как одна нить. До того как 
в телофазе этого же митоза можно будет снова увидеть расплетенные нити, 
эта репликация на видимом уровне фактически уже подготовлена. Таким 
образом, химическое удвоение, происходящее в интерфазе, проявляется 
видимым удвоением хроматид только после наступления ближайшей тело- 
азы. 
Е Каковы же последствия митоза? Если говорить в терминах видимых 
структур, то хромосомное содержание родительского ядра повторилось 
в каждом дочернем ядре, так что последующее деление цитоплазмы приво- 
дит к образованию дочерних клеток с идентичным хромосомным набором, 
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точно таким же, как и у родительской клетки, из которой они образовались. 
Митоз просто является клеточным механизмом, обеспечивающим точное 
разделение предварительно удвоившегося хромосомного материала. Клет- 
ки разных видов отличаются друг от друга либо числом хромосом на одно 
ядро, либо их морфологией, либо и тем и другим вместе. Разные хромосомы 
могут отличаться по размерам, по способности окрашиваться разными 
красителями, по положению центромеры. У большинства хромосом имеется 
одна не терминальная, расположенная не на конце хромосомы центроме- 
ра, которая делит хромосому на два плеча. Все хромосомы и хроматиды 
представляют собой неразветвленные волокна. 

При изучении хромосом на стадии метафазы у организмов, размножаю- 
щихся половым путем, для каждой хромосомы, пришедшей в экваториаль- 
ную плоскость веретена, обычно находят где-нибудь в другом месте эква- 
тора другую хромосому, очень похожую или идентичную первой. Эти иден- 
тичные хромосомы располагаются в экваториальной плоскости веретена 
независимо друг от друга. Таким образом, хромосомы встречаются парами, 
а участников пары называют гомологичными хромосомами, или гомологами. 
Хромосомы из разных пар не гомологичны друг другу, являются негомоло- 
гами. Следует повторить, что гомологи располагаются в экваториальной 
плоскости веретена независимо друг от друга. 

Число хромосом в типичном митозе у садового гороха равно 7 парам, 
у кукурузы — 10 парам, у домашнего шелковичного червя — 28, у чело- 
века — 23 парам. Таким образом, количество хромосом, а также их мор- 
фология являются характерными признаками вида. Сколько бы ни было 
хромосом в зиготе, столько же хромосом обнаруживается в любой клетке 
многоклеточного организма, образовавшейся из зиготы путем митоза. 


ХРОМОСОМА КАК ГЕНЕТИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ 


Хромосомы являются одним из характерных компонентов, которые пере- 
даются всеми клетками дочерним клеткам. Хромосомы воспроизводят себя 
и в процессе митоза поровну передаются дочерним клеткам, так что послед- 
ние в этом отношении не отличаются ни друг от друга, ни от родитель- 
ской клетки. Сделаем дополнительное весьма разумное предположение, что 
генетический материал возникает только в результате репликации пред- 
существующего генетического материала и что разные генотипы возникают 
друг от друга только в результате мутаций, т. е. в результате изменения 
генотипа в альтернативную мутантную форму, которая в свою очередь точ- 
но воспроизводит себя до тех пор, пока еще раз не смутирует. Иногда в 
хромосомах могут происходить те или иные видимые изменения. В таких 
случаях у всех потомков этой измененной хромосомы, образовавшихся 
в результате митозов, сохраняется исходное изменение. Таким образом, 
и генетический материал, и хромосомы способны мутировать и затем вос- 
производить свою новую форму. На этом основании мы можем высказать 
предположение, что хромосомы представляют собой или содержат в себе 
генетический материал. 

Мы все время подразумевали, что генетический материал сохраняет 
свою индивидуальность или целостность независимо от характера внеш- 
ней среды. Уже упоминалось одно косвенное свидетельство, которое позво- 
ляет думать, что это справедливо и в отношении хромосом. Речь идет о том, 
что в метафазе хромосомы занимают свои места независимо друг от друга. 
Можно подумать, что когда хромосомы «исчезают» в течение интерфазы, 
их индивидуальность теряется и даже сами они распадаются. О том, что 
за время между митозами ядерный материал не диспергируется в цито- 
плазме, свидетельствуют уже приведенные данные, что полное количество 
хромосомного материала, выявляемого с помощью окрашивания по Фель- 
гену, сохраняется в ядре в течение интерфазы. Тем не менее возможно, что 
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от факт, что в ряде последовательных ми- 
тозов такие два гомолога сохраняют эти разные изменения, свидетельствует 


Вы ку каждый гомолог Сохраняет свою индивидуальность в течение 
леточных поколений. И наконец, имеются более прямые данные 
о сохранении индивидуальности хромосом во время интерфазы, получен- 
ные на клетках слюнных желез некоторых мух. Эти гигантские клетки 
обладают интерфазными ядрами, в которых содержатся гигантские хро- 
мосомы. Хотя эти хромосомы довольно сильно раскручены, они явно 
эквивалентны более закрученным хромосомам, видимым в митозе. 
Количество черт сходства между генетическим материалом и хромосо- 
мами уже производит большое впечатление. Однако, если все ядра делятся 
митозом, то гамета должна содержать такое же количество хромосом, что 
и остальные клетки, образовавшиеся из исходной зиготы. А так как зиго- 
та каждого поколения объединяет две гаметы, то количество хромосом 
в последующих поколениях зигот должно увеличиваться. Поэтому следо- 
вало бы ожидать, что количество генетического материала в последующих 
поколениях при половом размножении должно увеличиваться. На самом 
деле этого не происходит, поскольку у всех особей данного вида имеется 
характерный, обычно стабильный хромосомный набор. И действительно, 
как и следовало ожидать, гаметы человека не содержат двойного, диплоид- 
ного числа хромосом, т. е. 23 пар негомологичных хромосом. Каждая гаме- 
та обычно содержит 23 хромосомы; каждая из них не гомологична всем 
остальным; эти хромосомы составляют полный непарный гаплоидный, или 
моноплоидный, набор хромосом. Таким образом, в зиготе диплоидный хро- 
мосомный набор восстанавливается, поскольку каждая гамета дает по одно- 
му гаплоидному набору хромосом: один набор содержится в сперматозоиде 
отца, другой — в яйцеклетке матери. Таким образом, при половом про- 
цессе хромосомы из поколения в поколение остаются парными и их число 
в зиготе не меняется. Отсюда очевидно, что клеточные деления, предшест- 
вующие образованию гамет, не могут быть неизменно митотическими 
и должны на определенном этапе включать особый механизм для умень- 
шения (редукции) числа хромосом от диплоидного до гаплоидного. При- 
роду этого особого поведения ядра мы рассмотрим в следующей главе. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Сделано предположение, что организмы обладают генетическим фактором, 
который отвечает за рождение подобного подобным. Предполагается, что 
генетический фактор имеет материальную природу и представляет собой 
генетический материал. 

Генетический материал разных видов организмов должен быть различ- 
ным. Может он отличаться и в разных линиях или породах одного и того 
же вида. Различие в фенотипе может быть следствием разницы в генетиче- 
ском материале, или различий во внешних условиях, или в том и в другом. 
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непостоянство 

Можно установить вклад каждого из этих двух ть 
фенотипа, если исключить непостоянство друго носа неона 

Генотипические различия возникают в результа ты Я: 
Предполагается, что генетический материал перед: ни в ны 
к потомству через клеточный мостик между поколени нь 
предполагается, что генетический материал самовоспрои 
кает только из предсуществующего генетического материала. Е 99 

Изучение клеточного деления, при котором ядро делится та ны 
митоза, показало, что из всех клеточных компонентов хромосо: ред. 
ставляют собой структуры, которые наиболее вероятно являются генети- 
ческим материалом или его носителем. Эта гипотеза подтверждается рядом 
свойств хромосом, которые коррелируют с установленными или предпола- 
гаемыми свойствами генетического материала. Хромосомы возникают толь- 
ко из предсуществующих хромосом, различные виды обладают различными 
хромосомными наборами; хромосомный набор количественно и качественно 
одинаков во всех клетках линии, образовавшейся в результате бесполого 
размножения; каждая хромосома сохраняет свою индивидуальность в ря- 
ду митотических поколений независимо от природы других хромосом. 
Хромосомы могут изредка мутировать; при этом мутировавшая хромосома 
воспроизводится в виде мутантной формы. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


1.1. Имеет ли какое-либо влияние фенотип предыдущего поколения 
на генотип последующего? Поясните. 

1.2. Как вы относитесь к утверждению, что генотип важнее для орга- 
низма, чем внешняя среда? 

1.3. Могут ли быть внешние условия, при которых живут два организ- 
ма, совершенно одинаковыми? Поясните. 

1.4. Дайте определение генетического фактора? Поясните. 

1.5. Можно ли вообще быть уверенным, что именно является опреде- 
ляющим фактором, когда одни и те же черты сходства и различия могут 
быть вызваны и генотипом, и внешними условиями? 

1.6. Какие данные можно привести в пользу того, что генетический 
материал передается от родителей к потомству? Могут ли эти данные слу- 
жить окончательным доказательством передачи генетического материала? 
Поясните. 


1.7. Что можно сказать о генетическом материале гималайских кроли- 
ков и сиамских кошек? 


1.8. Является ли человек удобным объектом для исследования генети- 
ческого материала? Поясните. 


1.9. Каковы по вашему мнению наибольшие и наименьшие размеры 
генетического материала? 


1.10. Является ли существование генетического материала предполо- 
жением или доказанным фактом? Поясните. 

1.11. Какие заключения о свойствах генетического материала можно 
сделать на основании опытов с бобами? 

1.12. Август Вейсман (1834—1914) течение нескольких поколений от- 
резал у мышей хвосты и обнаружил, что длина хвоста не меняется С. 
каждым новым поколением. В чем значение этих опытов? 

1.13. Каковы последствия митоза? 

1.14. Для каждого из свойств хромосом, перечисленных в заключении 
этой главы, укажите соответствующее свойство генетического материала. 
Какие из этих свойств являются доказанными и какие предполагаемыми? 

1.415. Если хромосомы представляют собой генетический материал, 
образовавшиеся в результате митоза, должны 


то все клетки организма, 
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обладать одинаковым генотипом. Как можно проверить эту мысль, исполь- 
зуя многоклеточные растения? 


1.16. Можно ли вообразить веретено, 
мального клеточного деления? Поясните. 
1.17. Предположим, что некое ядро в норме делится без помощи вере- 


тена. Как это отразилось бы на наших представлениях о генетическом 
материале? 


которое слишком мало для нор- 


1.18. Обсудите утверждение, что все клеточные деления в норме про- 
исходят в результате митоза. 


1.19. В чем разница между удвоением хроматид и удвоением хромосом- 
ного материала? 

1.20. Перечислите события, которые предположительно происходят 
перед тем, как данная телофазная хромосома может дать начало хромосоме, 
полностью построенной из нового хромосомного материала. 

1.21. Почему зерна гороха из одного стручка должны быть похожими? 
Различными? 

1.22. Какие выводы относительно природы и целостности хромосомного 
материала можно сделать на основании перечисленных ниже наблюдений? 

а) Негомологичные хромосомы в ряде исследовательных митозов сохра- 
няют характерные для них морфологические различия. 

6) Иногда происходит спонтанная потеря одной хромосомы или появле- 
ние новой, причем все потомки такой клетки, возникшие путем митоза, 
сохраняют это нарушение. 

в) Т. Бовери наблюдал при дроблении яиц у аскарид, что когда сест- 
ринские клетки вступают в следующий митоз, хромосомы у них часто 
располагаются таким образом, как будто они являются зеркальным отра- 
жением друг друга. 

1.23. Какой вывод можно сделать из того факта, что существует три 
генетически отличающихся линии кукурузы, у одной из которых зерна 


всегда красные, у другой — всегда желтые, а у третьей зерна желтые, но 
на солнечном свету краснеют? 
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Глава 2 


МЕЙОЗ И РАСЩЕПЛЕНИЕ ХРОМОСОМ 


Какой же процесс приводит к тому, что мужские и женские гаметы содер- 
жат только один набор хромосом, в который входит лишь один член из 
каждой пары гомологичных хромосом, характерных для ядер обычных 
соматических клеток? Если бы гаметы возникали в результате обычного 
митотического деления, то они были бы диплоидны. Было обнаружено, 
что уменьшение числа наборов хромосом с двух до одного обеспечивается 
другим происходящим в ядре процессом, называемым мейозом, при кото- 
ром происходит два последовательных деления ядра. 


МЕЙОЗ 


Для того чтобы лучше осмыслить цитологическое описание процесса 
мейоза, сделаем несколько предположений. Допустим, что процесс, направ- 
ляющий деление ядра, действует в случае мейоза особенно рано, до того, 
как хромосомы приобрели определенную степень скрученности или спи- 
рализации, характерную для митотической профазы. Предположим да- 
лее, что такое состояние относительно слабой спирализации хромосом 
при данных условиях сочетается с чрезвычайно сильным притяжением 
одинаковых частей гомологичных хромосом друг к другу, причем силы 
притяжения действуют на больших, хотя и микроскопических расстоя- 
ниях. Тогда можно предсказать, как будет происходить мейоз, при кото- 
ром хромосома без дальнейшей репликации осуществит два последова- 
тельных митотических деления (при этом потребуется еще лишь один 
новый процесс, который мы опишем позднее). 

В профазе первого деления мейоза, точно так же, как и в профазе мито- 
за, каждая хромосома состоит из двух хроматид, атакже из ровно такого 
же количества хромосомного материала, еще не различимого в виде хро- 
матид (см. стр. 14). Но в силу рано начавшегося деления ядра каждая 
хромосома будет спариваться (конъюгировать) со своей гомологичной 
хромосомой соответствующими друг другу участками, образуя пучок из 
четырех хроматид, в котором, кроме того, содержится равное количество 
материала будущих хроматид. Образовав пары, хромосомы парами же дви- 
жутся в метафазе к экваториальной плоскости веретена. (Вспомним, что 
в митозе, напротив, каждая хромосома из двух наборов движется к эква- 
тору веретена независимо от своей гомологичной хромосомы.) В анафазе 
участники пары разделяются и движутся к противоположным полюсам 
веретена, причем каждая анафазная хромосома по-прежнему содержит две 
хроматиды вместе с равным количеством будущего хроматидного материа- 
ла. В интерфазе после первой телофазы не происходит синтеза будущего 
хроматидного материала, поскольку материал, синтезированный во вре- 
мя предыдущей интерфазы, в первом мейотическом делении не был исполь- 
зован на образование видимых хроматид. Теперь в любой момент может 
начаться второе деление мейоза, которое протекает как обычный митоз. 
Во второй профазе мейоза каждая хромосома содержит две хроматиды 
и материал двух будущих хроматид. Каждая хромосома проходит метафа- 
зу независимо от других. В анафазе две хроматиды разделяются и расхо- 
дятся к противоположным полюсам веретена (после деления хроматиды 
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можно назвать  хромосомами), 
В телофазе можно различить новые 
хроматиды, так что каждая тело- 
фазная хромосома содержит две 
хроматиды. 

Если в митозе удвоение и деле- 
ние хромосом чередуются, то в 
мейозе за одним удвоением следу- 
ют два деления. Поэтому в митозе 
поддерживается диплоидное состо- 
яние хромосомного набора, а по 
завершении мейоза происходит 
переход из диплоидного в гаплоид- 
ное состояние (редукция). 

Рассмотрим теперь более де- 
тально реальный процесс мейоза, 
наблюдаемый под микроскопом 
(рис. 2—1). Профаза первого мейо- 
тического деления (профаза Т) бо- 
лее длительна, чем митотическая 
профаза и делится на несколько 
подстадий, каждая из которых об- 
ладает своими отличительными 
свойствами. 

1. Появляясь после интерфаз- 
И ного состояния, хромосомы в мей- 
Мейоз у лилии, общий вид озе длиннее и тоньше хромосом в 
(фото В. Е. Сава) самой ранней профазе митоза. Это 

стадия лептонемы (тонких нитей) 
профазы Г. 

2. Затем тонкие нити конъюгируют друг с другом в результате про- 
цесса, именуемого синапсисом. Подобная конъюгация отличается высокой 
точностью. Она осуществляется не просто между гомологичными хромо- 
сомами, но между точно соответствующими индивидуальными точками 





соединению застежки «молния» до тех пор, пока два гомолога не оказы- 
ваются полностью связанными. Это стадия зигонемы (соединения нитей). 

3. Соединение гомологов становится столь тесным, что уже трудно 
отличить две отдельные хромосомы (стадия пахинемы, толстых нитей) 
(рис. 2—2, А) 

4. После этого тесная конъюгация, характерная для пахинемы, ослаб- 
ляется и тогда можно ясно видеть на стадии диплонемы (двойных нитей), 
что каждая пара хромосом, образующих синапс, содержит четыре нити, 
по две видимых хроматиды на каждую хромосому (рис. 2—2, Б, В). Пара 
хромосом; образовавших синапсис, называется бивалентом (состоящим 
из двух моновалентов), если речь идет о хромосомах, или тетрадой 
(состоящей из двух диад или из четырех монад), если речь идет о цитоло- 
гически различимых хроматидах. 

Хотя в некоторых местах тетрады хроматиды отходят друг от друга, 
они по-прежнему тесно контактируют в других местах. Участки, в кото- 
рых четыре хроматиды по-прежнему тесно связаны друг с другом, назы- 
ваются хиазмами (хиазма по гречески — пересечение) (рис. 2—3, А). Хи- 
азма характеризуется тем, что две хроматиды, образующие пару с одной 
стороны точки контакта, разделяются в ней и с другой стороны точки кон- 
такта образуют пары с другими партнерами, т. е. по разные стороны от мес- 
та контакта две пары конъюгирующих хроматид имеют в своем составе 
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разных партнеров (рис. 2—3, Б). В тетраде обычно быв 
одна хиазма. Таким образом наличие хиазмы удер 
вместе. Когда в биваленте возникает несколько хиазм, образуются петли, 
причем соседние петли располагаются под прямым углом друг к другу. 
© мере протекания стадии диплонемы хромосомы становятся толще 

и короче, причем, в большей степени, чем в любой из стадий митоза. 
5. У некоторых животных, особенно при образовании женских гамет, 

за диплонемой следует диффузная стадия или стадия роста, в которой 


ает по крайней мере 
живает моноваленты 


РИС. 2-2, 


Мейоз у лилии. Лептонема и зигонема профазы [ на рисунке не показаны 
(фото В. Е. Се]апа) 





хромосомы и ядро возвращаются к со- 
стоянию, свойственному неделящимся 
клеткам. На этой стадии происходит 
значительный рост цитоплазмы. В по- 
ловых клетках человека диффузная 
стадия может делиться десятилетиями, 
после чего проходят оставшиеся ста- 
дии мейоза и образуются зрелые 
яйцеклетки, готовые к овуляции. 

6. Стадия диакинеза (рис. 2—2,Г) 
характеризуется максимальным уко- 
рочением диплотенных хромосом или 
максимальным повторным укороче- 
нием хромосом из диффузной стадии. 
По окончании диакинеза исчезают 
ядрышки и ядерная мембрана и обра- 
зуется веретено. На этом завершается 
профаза Г. 

Метафаза Т (рис. 2—2, Д) насту- 
пает, как и в митозе, при движении 
хромосом к экватору веретена, только 
здесь они движутся в виде бивален- 
тов, состоящих из тетрад хроматид, 
которые по-прежнему удерживаются 
вместе хиазмами. Между диплонемой 


| БЫТЕ: г и метафазой Г хиазмы перемещаются 
к концам плеч хромосом, т. е. удаля- 
РИС. 233. ются от центромеры, особенно у ко- 





Диплонема у лилии. Видны хромати- ротких бивалентов. В результате та- 
ия о по разные стороны кой терминализации хиазм их число 
нъогируют с разными в метафазе [ может оказаться меньше 


партнера; . Е. С! 
РИВНЕ В ре чем в диплонеме. В анафазе Т (рис. 


2—2, Е) моноваленты каждого бива- 
лента отделяются друг от друга в 
области центромеры и движутся к противоположным полюсам веретена. 
Это движение приводит к окончательной терминализации хиазм. На 
рисунке ясно видно, что в это время каждый моновалент представляет 
собой диаду. В телофазе Т образуются два дочерних ядра, а затем сле- 
дует интерфаза 1 (рис. 2—2, Ж). Длительность интерфазы Г у разных ор- 
ганизмов неодинакова. 
Второе деление мейоза происходит в обоих дочерних ядрах так же, как 
в митозе. В профазе И моноваленты, каждый из которых эквивалентен 
хромосоме с двумя видимыми хроматидами, сокращаются. В метафазе П 
(рис. 2—2,3) каждый моновалент независимо от других располагается 
по экватору веретена. В анафазе 1 участники диады отделяются друг от 
друга и движутся к противоположным полюсам в виде монад, каждая из 
которых эквивалентна отдельной хромосоме, поскольку все они теперь 
содержат по две видимых хроматиды. Поскольку это второе деление осу- 
ществляюот два ядра, то в телофазе 1 образуется четыре ядра (рис. 2—2, И). 
м = изображающие процесс мейоза у кукурузы, представлены 
на рис. 2—4. 








РИС. 2—4. 
Мейоз у кукурузы 
Зигонема не показана. В анафазе Т (средней) виден бивалент, моноваленты которого еще не разош- 


лись, так как их удерживает хиазма. На стадии профазы П и далее видны изменения, которым под- 
вергается одно из двух ядер, образовавшееся после первого делэния мейоза (фото. В.Е. сте!апа) 
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РИС. 2—4 (окончание) 


РАСЩЕПЛЕНИЕ ХРОМОСОМ 


оплодотворения, при котором происходит объединение двух гаплоидных 
наборов хромосом: одного материнского и одного отцовского. По заверше- 


шихся в ядре до начала мейоза — т. е. происходит расщепление хромосом. 
При этом возникает два вопроса. Во-первых, является ли гаплоидный 
набор хромосом (генбм) гаметы точной копией всех хромосом, полученных 
только от одного родителя (матери или отца)? 

Для типичного мейоза ответ на этот вопрос зависит от двух обстоя- 
тельств. Во-первых, от того, как располагаются центромеры бивалентов 
в экваторе веретена в метафазе Т. Каждый бивалент располагается в эква- 


тов, так что вопрос о том, копия какой хромосомы, отцовской или ма- 
теринской, пойдет к данному полюсу, является просто делом случая. 
Рассмотрим для примера распределение двух бивалентов. Поскольку в лю- 
бой половой железе (гонаде) в мейоз вступает много клеток, то примерно 
в половине из них в анафазе | к одному полюсу пойдут два отцовских, ак 
другому — два материнских моновалента; примерно в половине клеток 
к одному полюсу пойдет один отцовский и один материнский моновалент, 
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РИС. 2-5. 


Схематическое изображение хиазмы, показывающее состав 
хроматид отцовского (р) и материнского (т) происхождения 


ак другому — один материнский и один отцовский моновалент. В резуль- 
тате по завершении мейоза хромосомный состав в фонде всех гаплоидных 
ядер будет таков: 25% гамет с двумя отцовскими хромосомами, 25% с дву- 
мя материнскими хромосомами, 25% с одной отцовской и одной материн- 
ской хромосомами и 25% с одной материнской и одной отцовской хромосо- 
мами. Центромеры каждого бивалента ориентируются в метафазе 1 случай- 
ным образом; каждый бивалент ориентируется независимо от других, 
поэтому последующее расхождение происходит независимо для разных 
пар хромосом, что впервые было показано в 1924 г. (Е. Саго@егз). Обрати- 
те внимание, что вследствие этого 50% гаплоидных продуктов мейоза обла- 
дают той же комбинацией негомологичных хромосом, что и родительские 
гаметы, образовавшие данный организм. Эти продукты мейоза таким обра- 
зом сохраняют старые, или родительские, комбинации. Напротив, 50% 
гамет содержат новые, не родительские комбинации, или рекомбинации. 
Отложим обсуждение генетических последствий этого факта до тех 
пор, пока мы не рассмотрим другого вопроса, также относящегося к харак- 
теру распределения отцовского и материнского материала между гаметами 
в мейозе. Ответ на этот вопрос может видоизменить только что сделанные 
заключения. Является ли хромосома в гамете на самом деле копией хро- 
мосомы только одного родителя или происходит одновременно от двух 
родителей? Последняя ситуация могла бы возникнуть в том случае, если 
бы один сегмент хромосомы в гамете был копией части одного гомолога, 
а другой сегмент — копией части другого гомолога. 
Существует значительное количество данных, свидетельствующих 
о том, что в какое-то время между началом мейоза и диплонемой происхо- 
дит цитологически необнаружимое событие, в результате которого две из 
четырех хроматид, образующих тетраду, содержат смешанные сегменты, 
полученные от обоих родителей, причем эти сегменты строго дополнитель- 
ны (реципрокны) друг другу. Так, если в смешанном сегменте одной хро- 
матиды имеется линейная последовательность — материнский участок, а 
за ним отцовский, то в другой хроматиде сначала идет отцовский участок, 
а за ним материнский. Другие две хроматиды в этом сегменте являются 
копиями хроматид только одного из родителей: одна хроматида от отца, 
а другая — от матери. Акт рекомбинации, приводящий к появлению двух 
смешанных сегментов, можно назвать обменом. Однако не следует считать, 
что в действительности вслед за разрывом в точно соответствующих точ- 
ках отцовской и материнской хроматиды происходит перекрестное воссое- 
динение. Весьма вероятно, что на любом уровне синапсис осуществляется 
сильнее между нитями, происходящими от одного родителя. Соответотвен- 
но, во время диплонемы профазы Г, когда хроматиды попарно разделяются, 
они должны переменить партнера в том месте, где у двух хроматид со сме- 
шанным родительским материалом произошел обмен. Такая смена может 
привести к конфигурации, характерной для хиазмы. Обратите внимание 
на рис. 2—3,Б, на котором хроматидный материал от одного родителя 
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закрашен, а от другого — нет; для того, чтобы удержать в синапсисе все 
соответствующие участки отцовского, а также все соответствующие участ- 
ки материнского происхождения, хроматидам необходимо поменять парт- 
нера. Часть обменов может не привести впоследствии к об разованию 
видимых хиазм; так будет в том случае, если с одной стороны обмена в си- 
напсисе будут участвовать хроматиды, произошедшие от одного родителя, 
ас другой стороны — от разных. Напротив, каждую хиазму можно рас- 
сматривать как цитологическое свидетельство того, что ранее произошел 
внутритетрадный обмен. Следует, однако, заметить, что из-за терминали- 
зации хиазмы могут располагаться ближе к концу бивалента, чем та точ- 
ка, в которой хроматиды обменялись участками. Впредь мы будем преднпо- 
лагать, что в диплонеме не происходит терминализации хиазм, что дает 
возможность отождествлять место обмена с расположением хиазмы. Соот- 
ветственно тетрада, содержащая одну хиазму, будет обладать по своей дли- 
не отцовским (р) и материнским (т) составом, изображенным на рис. 2—5, 
на котором центромера обозначена через С. Из этого рисунка видно, что 
после одной хиазмы одна хроматида остается полностью материнской, 
другая — полностью отцовской, но две другие состоят из Участков как 
материнского, так и отцовского происхождения. Заметим еще раз, что 
только две хроматиды из четырех участвуют в единичном обмене. Однако 
обычно в теграде содержится несколько хиазм. Это значит, что каждая 
из четырех хроматид, по-видимому, ранее обменялась в каком-то месте 
с хроматидой от другого родителя и, следовательно, имеет по своей длине 
смешанный состав. 


но, что в определенный период жизненного цикла У каждой такой особи 
происходит мейоз. У большинства животных мейоз происходит во время 
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1. Хтозорийа таатодаз$ет 


Взрослая О. тейаповаяет, обычно 
именуемая плодовой, банановой, 
или уксусной, мухой, изображена 
на рис. 2—6. Размеры ее зависят 
от характера питания и других 
внешних условий; длина взрослых 
мух составляет обычно 2—3 мм. 
При выращивании в сравнимых 
условиях самки бывают крупнее 
самцов. У мух дикого типа, т. е. 
обитающих в природе, серое тело 
и красные сложные глаза. Самцов 
легко отличить от самок по нали- 
чию половых гребешков на перед- 
ней паре ножек, по брюшку, кото- 
рое оканчивается со спинной сто- 
роны одной широкой черной поло- 
сой (у самок серия полос), а © 
брюшной стороны — пенисом и 
вальвами (у самки-яйцекладом). 
У взрослого диплоидного самца 
имеется пара семенников, в кото- 
рых посредством митозов образу- 
ются особые клетки — спермато- 
гонии. Когда сперматогоний всту- 
пает в мейоз, он называется первич- 
ным сперматоцитом. Первое деле- 
ние мейоза приводит к образова- 
нию двух вторичных сперматоци- 
тов, а второе деление — четырех 
гаплоидных сперматид. Каждая 
сперматида без последующих деле- 
ний развивается в сперматозоид, 
или спермий. Отметим, что из каж- 
дого диплоидного первичного спер- 
матоцита по завершении процесса 








РИС. 2-6. 


Самец (4) и самка (Б) нормальной ДОго- 
зорвИа теаповазяег (дикого типа) 
(рисунок Е. \\. УаПасе) 


сперматогенеза образуется четыре функционально активных гаплоидных 
спермия. Так происходит и у самцов многих других высших животных, 
в частности лягушек, мышей, а также и человека. Спермии хранятся у 
самца дрозофилы до тех пор, пока они не эякулируются во влагалище 
самки, откуда они переходят в ее семяприемные органы (пара сперматек 
и извитой вентральный семяприемник). 

У взрослой самки имеется пара яичников, каждый из которых состоит 
из нескольких десятков яйцевых трубочек, или овариол. На одном из 
концов яйцевых трубочек находятся оогонии. В результате четырех син- 
хронных митотических делений каждый оогоний образует как бы гроздь, 
состоящую из 16 клеток, одна из которых вступает в мейоз в виде первичного 
ооцита, тогда как остальные служат питающими клетками для созреваю- 
щего ооцита. По мере того как ооцит растет, он перемещается по яйцевой 
трубочке в яйцевод, а затем в матку. К тому времени, когда яйцо доходит 
до матки, оно (рис. 2—7) обычно еще не прошло метафазу первого деления 
мейоза. Сперма, находящаяся в семяприемнике, поступает в матку и опло- 





1 В Приложении к этой главе приводится литература, относящаяся не только к этому, 


но и к другим видам дрозофилы. 
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дотворяет яйцеклетку, после чего пер- 
вое мейотическое деление продолжает- 
ся. Два ядра вторичных ооцитов обра- 
зуют четыре гаплоидных ядра, три из 
которых, так называемые полярные яд- 
ра, дегенерируют, а оставшееся ядро 
становится гаплоидным ядром яйце- 
клетки. Отметим, что здесь, как и у са- 
мок лягушки, мыши, а также и у жен- 
щины, один первичный ооцит образует 
по завершении оогенеза только одну 
зрелую гаплоидную яйцеклетку (у че- 
ловека мейоз также завершается после 
оплодотворения; яйцеклетка остается на 
стадии метафазы П до тех пор, пока в 
ы } нее не внедрится спермий). В теле самки 
Яйца, личинки и куколка РлозориЙа дрозофилы хранятся сотни спермиев и 
теапозазег. Одно деление шкалы 
соответствует 1 мм используются они экономно (обычно 
(фото Е. В. Ва!Боп!) только один спермий проникает в яйце- 
клетку), поэтому одно спаривание мо- 
жет привести к появлению сотни по- 
томков. 

При температуре 25° С эмбриональное развитие занимает около одного 
дня, после чего из яйца вылупляется личинка. Еще через четыре дня после 
двух линек зрелая личинка становится куколкой (рис. 2—7). Примерно 
через четыре дня после этого, освобождаясь из покровов куколки, вылуп- 
ляется молодая муха, или имаго. Таким образом за свой жизненный цикл 
дрозофила претерпевает полный метаморфоз. Хотя обычно спаривание 
происходит в течение первых суток после вылупления мухи, отклады- 
вание яиц начинается обычно на следующий день, так что время одной 
генерации составляет примерно 10 дней. Взрослые мухи могут жить до 10 
недель. За это время самка может отложить несколько тысяч яиц. 





РИС. 2-1. 


2. Хоа тауз! 


Кукуруза, или маис, подобно бобам и садовому гороху, обычно образует 
и мужские и женские половые органы на одном и том же растении; она, 
таким образом, однодомна. Поскольку диплоидное растение кукурузы 
образует мужские и женские споры, ‚микроспоры и мегаспоры — соответ- 
ственно, оно представляет собой спорофитную стадию жизненного цикла 
(рис. 2—8). Микроспоры образуются в метелках на конце стебля. В них 
материнские диплоидные клетки микроспор, или микроспороциты, осу- 
ществляют мейоз и образуют каждая по чегыре гаплоидных микроспоры 
(А), каждая из которых развивается в пыльцевое зерно (Б). 

Поскольку гаплоидные микроспоры образуют гаплоидные гаметы, эти 
два этапа в жизненном цикле составляют начало и конец мужской гаме- 
тофитной стадии. Гаплоидное ядро микроспоры делится один раз мито- 
тически, образуя два гаплоидных ядра. Одно из этих ядер больше не де- 
лится и становится вегетативным ядром, или ядром пыльцевой трубки. 
Другое ядро еще раз митотически делится; в результате гаметофит содер- 
жит три гаплоидных ядра (В); два последних функционируют как гене- 
ративные ядра (спермии) (Г, М). 

В пазухе верхних листьев у кукурузы развиваются женские соцветия 
или початки. В пестике каждого цвегка содержится по одной диплоидной 
материнской клетке мегаспоры, или мегаспороцита. (Столбики пестиков 


1 В Приложении к этой главе указана литература по кукурузе. 
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впоследствии превращаются в нити.) Мегаспороцит претерпевает мейоз, 
в результате чего образуются четыре гаплоидных ядра (Д), три из которых 
дегенерируют (Е). Оставшееся ядро мегаспоры делится митотически (2%), 
так же как и его дочерние и внучатые ядра (И), в результате чего полу- 
чается восемь гаплоидных ядер (К). Три из этих восьми ядер отходят к 
верхушке зародышевого мешка и становятся ядрами трех клеток антипод; 
два движутся к центру (полярные ядра), а три (два ядра синергид и одно 
ядро яйцеклетки) — к основанию зародышевого мешка. Пыльцевая труб- 
ка прорастает вниз по столбику пестика до зародышевого мешка, где одно 
генеративное ядро оплодотворяет ядро яйцеклетки (М, Н), так что об- 
разуется диплоидное ядро (2), а другое генеративное ядро сливается с 
двумя полярными ядрами, в результате чего образуется триплоидное ядро 
(3 №). После такого двойного оплодотворения начинается стадия спорофита. 
Митотическое деление диплоидных ядер (Н) приводит к образованию 
зародыша, а триплоидные ядра развиваются в эндосперм. Клетки, лежащие 
на поверхности эндосперма, составляют алейроновый слой и содержат 
алейроновые зерна и масла. Остальные клетки эндосперма содержат 

крахмал. Эндосперм постепенно переваривается, поддерживая питание 

зародыша и проростка. Наружная поверхность зерна — околоплодник, 

представляет собой ткань, образовавшуюся из материнского спорофита 
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РИС. 2-9. 


Жизненный цикл нейроспоры. 
Объяснения в тексте 


и состоящую из диплоидных клеток. Иными словами, околоплодник 
образован одним спорофитом, а остальные ткани кукурузного зерна — 
спорофитом следующего поколения. Для развития зародышевого мешка 
в зрелое зерно требуется около 8 недель (за это время ядра антипод и си- 
нергид и их потомки дегенерируют). Развитие взрослого спорофита из 


зерна занимает примерно четыре месяца (во время которых первый лист 
полностью использует эндосперм). 


3. №еитозрота стазза1 


У хлебной плесени нейроспоры гаплоидная вегетативная стадия представ- 
лена в виде нитей, или гифов, переплетение которых образует пушистую 
массу, мицелий. Гифы ветвятся и сливаются друг с другом. Поскольку 
клеточные стенки, разделяющие гифы на клетки, — не сплошные, цито- 
плазма всех нитей непрерывна. Каждая клетка гифов обладает несколь- 
Кими ядрами. 

Культуры этой плесени можно размножать бесполым путем, перенося 
на новую среду либо фрагменты мицелия, либо споры (конидии), содержа- 
щие одно или несколько гаплоидных ядер. Для полового размножения 


1 См. Приложение на стр. 37. 
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необходимо участие двух плесеней противоположного типа скрещиваемо- 
сти, образующих плодовые тела (рис. 2—9). Гаплоидное ядро одного типа 
скрещиваемости проникает в плодовое тело противоположного типа скре- 
щиваемости, где делится несколько раз посредством митозов. Получившие- 
ся в результате этого гаплоидные ядра образуют пары, а затем сливаются 
с гаплоидными ядрами плодового тела, образуя ядра зигот. После этого 
все ядра зигот осуществляют два мейотических деления, давая четыре 
гаплоидных ядра, каждое из которых один раз делится митотически, так 
что всего образуется восемь гаплоидных ядер. После этого делится цито- 
плазма и образуется восемь яйцевидных гаплоидных аскоспор, располо- 
женных в тонкостенном мешке — аске. В зрелом плодовом теле может 
содержаться до 300 асков, из которых аскоспоры освобождаются и попада- 
ют в воздух. При прорастании гаплоидные аскоспоры делятся митотически 
и образуют мицелий. Иногда гифы двух различных штаммов одного или 
противоположного типа скрещиваемости сливаются друг с другом, обра- 
зуя гетерокарион, в котором клетки гифов содержат ядра обоих штаммов. 


олд" ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

}: 

Зри Мейоз состоит по существу из двух митотических делений, модифициро- 

го д’ ванных за счет образования синапсиса и хиазм в профазе [ и отсутствия 

од зй удвоения хромосом в интерфазе Г. Каждая конкретная хромосома в геноме 

офи Ро гаметы может с равной вероятностью получить копию центромеры как отма- 

‚вый тери,так и от отца (вследствие случайной ориентации бивалентов относитель- 
но веретена в метафазе Г) и обычно содержит копии сегментов, исходно по- 
лученных от другого родителя (что выявляется по наличию хиазмы). В ре- 
зультате мейоза исходная пара геномов расходится по гаметам. При этом 

р происходит не только расщепление гомологичных сегментов хромосом, 
р ея но и независимое расщепление сегментов негомологичных хромосом. 
И 
ори 
100 ди ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 
И ы 
ри 2.1. Могут ли организмы, размножающиеся половым путем, размножать- 
т ой ся бесполым путем? Справедливо ли обратное утверждение? Поясните. 
ор и) 2.2. В чем сходство и в чем различие между митозом и мейозом? 

р о я 2.3. Допустим, что в ходе эволюции не выработался бы процесс мейо- 

Я С за. К чему бы это привело? 

й 
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2.4. Некоторые необычные хромосомы представляют собой скорее 
кольца, чем стержни. Будут ли у кольцевой хромосомы в процессе мейоза 
возникать какие-либо специфические трудности, не присущие незамкнутой 


хромосоме? Поясните. 
2.5. Сколько имеется бивалентов в метафазе Гу человека, кукурузы 


и садового гороха? ь 

2.6. Обсудите утверждение: во время мейоза каждый участок хромосо- 
мы расщепляется независимо от гомологичного участка и независимо от 
всех остальных хромосомных участков. в 

2.7. Приведите доводы против гипотезы, согласно которой генетичес- 
кий материал физически реализуется в хромосомах. 

2.8. Что происходит при мейозе в организмах с нечетным числом хро- 
мосом? 

2.9. Допустим, что у животного имеется диплоидный набор хромосом, 
равный шести. В какой части гамет окажутся копии центромер, исходно 
полученных от отца? от матери? только от отца? только от матери? и от от- 
ца, и от матери? 

2.10. Что значат выражения «расщепление при первом делении», 
«расщепление при втором делении»? При каких условиях данный хро- 
мосомный сегмент может осуществить расщепление при первом делении, 
если обмены, приводящие к хиазмам, могут возникать во многих местах 
хромосомы? При каких условиях сегмент может осуществить расщепление 
при втором делении? 

2.11. Допустим, что мы увидели одну единственную клетку на стадии 
метафазы. Как можно определить, что происходило в клетке в момент, 
когда она была зафиксирована и окрашена: митоз, метафаза [ или мета- 
фаза П? 

2.12. Какими преимуществами обладают для цитологического изуче- 


фила, кукуруза и нейроспора? 
2.13. В чем основные различия между сперматогенезом и оогенезом 


из хромосом образовалось большое Утолщение на одном конце, а у дру- 
гой — небольшое утолщение на противоположном конце. Изобразите, 
как выглядят эти новые гомологи а) в профазе митоза и 6) в диплонеме. 


2.17. Какие функции, по вашему мнению, может выполнять поляр- 
ное ядро при оогенезе у дрозофилы? 

2.18. Можно ли ожидать, что митоз в триплоидном эндосперме кукуру- 
зы будет протекать нормально? Почему? 
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Глава 3 


РАСЩЕПЛЕНИЕ АЛЛЕЛЕЙ 


Сходство и различие в фенотипах родителей и их потомства привело нас 
к необходимости постулировать существование генетического. материала. 
Поскольку предполагается, что этот материал передается из поколения 
в поколения, мы можем получить определенные сведения о характере 
передачи генетического материала, исследуя признаки, которые повто- 
ряются в ряду поколений. Эту область исследований можно назвать «гене- 
тикой передачи», или «трансмиссионной генетикой». 

Можно изучать генетический материал как в линиях, размножающих- 
ся бесполым путем, так и в линиях, которые подобно рассмотренным ранее 
бобам, размножаются половым путем в результате самооплодотворения. 
Однако вместо того, чтобы заниматься такими исследованиями, при кото- 
рых мы всегда будем иметь дело с чистыми линиями, изучим трансмиссион- 
ную генетику организмов, размножающихся половым путем в результате 
перекрестного оплодотворения. Впредь во всех описываемых эксперимен- 
тальных работах подразумевается, если, только не оговорено обратное, что 
были приняты необходимые предосторожности, обеспечивающие уверен- 
ность в том, что описываемое фенотипическое сходство или различие имеет 
генетическую природу, а не обусловлено изменением внешних условий. 

В разных линиях перекрестно оплодотворяющихся животных и расте- 
ний часто наблюдаются фенотипические различия по определенным приз- 
накам. Например, если речь идет о высоте, то особи одной линии могут 
быть низкими, а другой — высокими; если речь идет об окраске, то в одной 
линии она может быть красной, ав другой — белой. Здесь уместно поста- 
вить вопрос: каков будет фенотип потомства, если скрестить две линии, 
отличающиеся по одному признаку? Могут ли результаты такого скрещи- 
вания дать какие-либо сведения о генетическом материале? 

Рассмотрим несколько конкретных экспериментов с садовым горохом, 
проведенных Менделем. Обсудим сначала, какие опыты можно ставить 
на этом объекте и зачем их нужно ставить, а затем изучим полученные 
результаты и посмотрим, что они дают для понимания природы генети- 
ческого материала. 

Садовый горох может служить удобным объектом для опытов по гибри 
дизации, потому что выращивать его просто и недорого, а период между 
двумя поколениями достаточно мал, что позволяет изучать подряд нес- 
колько поколений. Хотя в норме садовый горох самоопыляется, у него 
осуществимо и перекрестное опыление, так что экспериментатор с помо- 
щью простых методов может контролировать все акты опыления. Далее, 
имеется большое число линий, которые фенотипически отличаются друг 
от друга по ряду признаков. Необходимо, конечно, разводить эти линии 
в течение нескольких поколений путем самоопыления и при этом следить 
за фенотипом, чтобы быть уверенным в том, что мы имеем дело действи- 

тельно с чистыми линиями. В 

Какие же чистые линии следует скрестить между собой? Поскольку 
неизвестно, какой фенотип следует ожидать в потомстве, то не следует 
пользоваться линиями, у которых признаки столь подвержены ВиияниЮ 
внешних условий, что фенотип одной линии встречается и в другой, как, 
например, было в линиях бобов, о которых шла речь в первой главе. Такое 
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перекрывание фенотипов не позволит на основании данных о фенотипе 
установить, с каким генотипом мы имеем дело.” Следовательно, нужно 
отобрать только линии с резкими, неперекрывающимися, хорошо замет- 
ными различиями. Во избежание излишних сложностей следует брать 
линии, которые отличаются лишь по одному основному признаку. Кроме 
того, нужно пользоваться только такими линиями, у которых перекрест- 
ное опыление успешно идет в обоих направлениях, т. е. обе линии должны 
давать в одних случаях мужские гаметы, а в других — женские. Такие 
реципрокные скрещивания весьма желательно проводить для того, чтобы 
узнать, играет ли какую-либо роль то, на какой линии начинает свое раз- 
витие потомство (так как зерна гороха образуются на материнском рас- 
тении). 

Все скрещивания, естественно, должны быть полностью плодовиты, 
т. е. родительские линии должны состоять из стойких растений, которые 
энергично растут и дают много семян, созревающих не только при само- 
опылении, но и при реципрокных скрещиваниях. Если не соблюдать эту 
предосторожность, то может получиться недостаточное число потомков 
или, что более важно, наблюдаемое потомство окажется неполной выбор- 
кой из начавших свое развитие зерен. Гибель потомства между моментом 
оплодотворения и моментом изучения его фенотипа может происходить 
не случайным образом. Разная жизнеспособность разных генотипов мо- 
жет привести к тому, что мы не заметим ‘определенных фенотипов или 
недооценим их частоту, что вызовет ошибочное определение генотипов. 
Это особенно опасно, если учесть, что, по нашим представлениям, генети- 
ческий материал передается в тот момент, когда новый организм начинает 
свое развитие, т. е. в момент оплодотворения. Само собой разумеется, что 
в таких опытах необходимо вести тщательную запись родословных и фено- 
типов родителей и потомков. 

Две линии садового гороха — одна с окрашенными, а другая с белы- 
ми цветками,— удовлетворяют всем перечисленным выше требованиям. 
В качестве родителей первого поколения (Р.) были взяты растения из одной 
линии с окрашенными цветками и из другой чистой линии с белыми цвет- 
ками. Было проведено реципрокное перекрестное опыление, образовав- 
шиеся в результате этого семена-потомки были посеяны и у выросших 
растений была проверена окраска цветков. Все потомство, составляющее 
первое дочернее поколение (Ё,), было фенотипически однородно: у всех расте- 
ний, как и у одного из родителей Р:, цветки были окрашены. В реципрок- 
ных скрещиваниях получились одинаковые результаты. В этой и носледую- 
щих главах (если не оговорено обратное), всюду подразумевается, что скре- 
щивания проводились реципрокно и дали одинаковый результат. 

Что можно сказать о генетическом материале на основании этих резуль- 
татов? Введем для краткости некоторые обозначения генетического мате- 
риала. Генетический материал, дающий окрашенные цветки и присутствую- 
щий во всех растениях чистой линии, имеющей окрашенные цветки, 0боз- 
начим С’, генетический материал, дающий белые цветки и присутствующий 
во всех растениях чистой линии с белыми цветками, обозначим с. Все рас- 
тения Е, должны содержать С, так как цветки у них окрашены. Что же 
произошло с с? Может быть, он не был передан? 

Можно получить дополнительные сведения, если использовать расте- 
ния Е, с окрашенными цветками в качестве Р› (родителей второго поко- 
ления), размножить их путем самоопыления и получить потомство Е. 
Если от каждого растения Р» получить достаточное количество растений 
Е», то оказывается, что среди потомков каждого Р» у части растений цвет- 
ки окрашены, а у части — цветки белые. Если пользоваться нашими обоз- 
начениями генетического материала, то Е› должны содержать в себе либо 
С, либо (соответственно) с. Нет ничего удивительного в том, что некоторые 
Е, содержат С, но откуда взялось с? Можно для начала предположить, 
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что в этих случаях с либо возникает спонтанно из каких-то «негенетичес- 
ких» веществ, либо С мутирует в с. Можно обойти первое возможное объяс- 
нение ввиду сделанного ранее предположения (стр. 18), что генетический 
материал может возникать только из предшествующего генетического 
материала и что этот материал самовоспроизводится (реплицируется). 
Второе объяснение можно исключить на основании того факта, что в чис- 
той линии, содержащей С, мутации к с встречаются в тысячи раз реже, 
чем частота с среди Е». Так что если, как мы предположили, Р» (Е!) были 
бы генетически подобны растениям из чистой С-линии, то мутации не могли 
бы объяснить разницу в поведении при размножении Р:С и Р.С. 
Результаты опытов с бобами, приведенные в первой главе, согласуют- 
ся с точкой зрения, согласно которой генетический материал любого орга- 
низма представляет собой одну неделимую единицу. В связи с отсутстви- 
ем простого объяснения результатов, полученных на горохе, мы сталки- 
ваемся с необходимостью постулировать, что генетический материал не 
всегда состоит из одной неделимой единицы. Появление с среди ЁР. можно 
объяснить, сделав более сложное предположение: каждый Р. (Е!) содер- 
жит не только С, но также и с. Иными словами, предполагается, что у неко- 
торых особей генетический материал состоит из двух единиц. Назовем 
геном единицу, или ограниченную часть, генетического материала. Но если 
мы предположили, что пара генов имеется у каждого Ро», то следует пред- 
положить, что и у всех других растений, участвующих в нашем экспери- 
менте, тоже есть пара генов, поскольку в науке мы подчиняемся закону 
экономии (правило Оккама), который утверждал, что для объяснения дан- 
ного ряда фактов следует пользоваться минимумом гипотез или предполо- 
жений. Итак, вместо того, чтобы иметь одни особи с парой генов, а дру- 
гие — с одним, мы предположим, что все особи содержат в своем генети- 
ческом материале пару генов. Соответственно, две чистые линии и Р, дол- 
жны быть СС и сс, а все Е, должны быть Сс. Е. с белыми цветками должны 
быть сс. 

Обратим теперь внимание на растения Г., которые представляют собой 
сс. Цветки у них белые и фенотипически не отличаются от цветков исход- 
ной чистой линии, которая использовалась как Р.. И в самом деле, скре- 
щивание неокрашенных ГК», как между собой, так и с любыми другими 
растениями с белыми цветками (с Е» или с чистой линией) дает потомство 
только с белыми цветками. Иными словами, растения Е» сс генотипически 
столь же чисты в отношении рассматриваемого признака, как и растения 
из чистой линии. И это несмотря на то, что оба с, имеющихся в Ё., побы- 
вали в растениях Е, где другим участником пары генов был С. Мы, сле- 
довательно, приходим к выводу, что с, переданный в Е», не изменился из- 
за того, что находился в Ё, в присутствии С, хотя он совершенно не прояв- 
лялся в фенотипе растений Е;. Можно обобщить этот вывод и утверждать, 
что природа и характер передачи любого гена не зависит от того, какой 
ген, является его партнером. Члены пары генов называют аллелями (гена- 
ми-партнерами). Этот термин применяется также к альтернативным фор- 
мам данного гена. 

Так как каждый Р. дает потомство Е. как с окрашенными, так ис белы- 
ми цветками, то все Р» обладают генотипом Сс, где С обязательно получен 
от ССР,, ас от ссР,. Таким образом, устанавливается, что потомку пере- 
дается по одному и только одному тену из пары генов каждого родителя, 
так что в процессе передачи участники родительской пары генов должны 
отделиться друг от друга или расщепиться. При передаче спаренное или 
диплоидное состояние генов превращается в неспаренное или гаплоидное 
состояние. Однако в потомстве диплоидное состояние восстанавливается, 
так как гаплоидный тенотип передают ему оба родителя. 

Итак, мы приняли гипотезу, согласно которой пара генов расщепляется 
во время передачи потомству. С одинаковой ли вероятностью передаются 
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ма передаются потомству. Проверим теперь гипотезу, согласно которой 
оба участника пары генов передаются одинаково часто. Если это так, то 
родитель мужского пола Е, должен в 50% случаев давать С, ав 50% — 
с. Точно так же в 50% случаев родитель женского пола Е, будет давать С и 
в 50% — с. Предположим, наконец, что диплоидность восстанавливается 
случайным образом, т. е. гаплоидный ген одного родителя входит в потом- 
ство независимо от характера гаплоидного гена, полученного от другого 
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> ото ое отн + который получил С от отца (50% потомков) 
ь олучить от матери как С, так и с, так что 25% всего 
В. потомства будут составлять СС и 25% Сс. Потомки, получившие с от отца 
К. (50% потомков), также с равной вероятностью могут получить от матери 
№ как С, так и с, следовательно и этот вклад в общее поколение будет состав- 
о лять 25% Сси 25% сс. Исходя из этих соображений, следует ожидать, что 
8 в Е» должно быть 25% растений СС, 50% Сс и 25% сс. Это предсказание 
м можно выразить в виде относительных частот несколькими способами: 
у [4 СС : 1] Сс : 14 се, либо 1СС : 2Сс : 4се, либо 25СС : 50Сс : 25ее. Как 
м уже говорилось, СС и Сс фенотипически не отличаются: и у тех, и у дру- 
ре. гих цветки окрашены, так что по фенотипу 75% Е. должно иметь окрашен- 
ыы ные цветки и 25% белые. Какая же относительная частота окрашенных 
и неокрашенных цветков наблюдается среди Е. в действительности? 
кону Теоретически у монеты имеется 50% шансов упасть гербом и 50% — 
да решкой, однако ясно, что для того, чтобы получить примерно эти цифры, 
0л0- нужно подбросить монету достаточно много раз. Точно так же и в нашем 
Ду случае для того, чтобы точнее проверить теоретически ожидаемое соотно- 
16Т- шение (75% окрашенных и 25% белых цветков), необходимо просмотреть 
Дол- достаточно большое число потомков. Поэтому вместо того, чтобы просма- 
Е тривать потомство только одного Р.», следует собрать результаты по потом- 
ству всех Р.. При этом оказывается, что действительный результат в Е» 
бой (среди 929 растений 75,9% имело окрашенные цветки и 24,1% белые) очень 
од близок к ожидаемому. 
9 Следует подчеркнуть, что представление о спаренных, не влияющих 
с друг на друга, расщепляющихся генах не зависит от того, какие конкрет- 
т ные фенотипические соотношения получаются в Ё». Наличие или отсут- 
Мото ствие соотношения фенотипов 3/. окрашенных : */1 белых позволяет про- 
чеки верить правильность двух предположений: 1) каждый потомок с равной 
тоя вероятностью может получить любой из двух гаплоидных продуктов рас- 
роб" щепления генов родителей; 2) гаплоидные продукты от разных родителей, 
не восстанавливая диплоидное состояние, соединяются случайным образом. 
ся Если справедливы все сделанные до сих пор предположения, то расте- 
о ния Е. с окрашенными цветками (они составляют 75% всех ЕЁ») должны 
т и обладать одним из двух генотипов: */з3СС, которые должны давать потом- 
ии ство как представители чистой линии СС, и 2 /3Сс, которые должны давать 
ый потомство как особи Е,Сс. Действительно, если каждому растению Е» 
(’. с окрашенными цветками дать самоопылиться, то и в самом деле примерно 


и в 1], дает Е; с окрашенными цветками, в то время как 2/; дает Е. как с окра- 
штенными, так и с белыми цветками. Таким образом, теоретически ожи- 


т даемое соотношение генотипов в Ё» (1/4СС : */»Сс : */1сс) полностью под- 
ти тверждается экспериментально. Модель генов, предложенная для объясне- 
р ния фенотипических результатов, обобщенно представлена на рис. 3—1. 
м Обычно в этом месте изложения вводят два дополнительных термина. 
и Гомозиготой называют организм, однородный по рассматриваемой паре 
й м генов (например, СС и сс), тогда как гетерозиготой, или гибридом, — 
О особь, неоднородную в этом отношении (например, Сс). х 
О Объективную проверку правильности гипотез, выдвинутых в этой гла- 
58 ве, можно осуществить следующим способом. Растения Ё: с окрашенными 
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цветками скрещиваются с растениями с белыми цветками. Такое скрещи- 
вание в генетике обозначают Е, Ссх сс. В результате расщепления полови- 
на потомства должна получить от Сс-родителя С, а половина — с. Кроме 
того все потомство должно получить с от родителя сс. Поэтому в таком 
скрещивании следует ожидать появления в потомстве 50% генотипов 
СС и 50% сс, а следовательно отношение фенотипов должно составлять 
*/, окрашенных цветков : 1 [: белых. Такое соотношение и подтверждается 
экспериментально (85 окрашенных : 84 белых). 

Насколько общий характер имеют установленные нами принципы? 
Пока они приложимы лишь к случаю генного контроля окраски цветов 
у садового гороха. Можно проверить все вышеизложенные идеи еще в шести 
случаях, используя шесть других признаков садового гороха, каждый 
из которых встречается в виде двух легко различимых альтернативных 
возможностей и удовлетворяет ранее описанным требованиям, предъявляе- 
мым к признакам, по которым нужно проводить скрещивания. Во всех 
случаях при скрещивании двух соответствующих чистых линий Е,-гибри- 
ды оказались фенотипически однородными. Более того, при самоопылении 

1 Получается Е., в котором имеет место ожидаемое соотношение гено- 
типов (1:2:41). 

Вспомним, что фенотип Сс не отличим от СС. В растениях Сс феноти- 
пическое проявление с маскируется проявлением (С. Способность гена 
проявлять себя фенотипически в присутствии другого аллеля обозначает- 
ся термином доминантность. В случае окраски цветов С является доми- 
нантным геном по отношению к с, который соответственно рецессивен. 

Следует отметить, что концепция гена не зависит от того, существует 
или не существует явление доминантности. В самом деле, проверка наших 
гипотез сделалась только сложнее из-за того, что С во всех отношениях пол- 
ностью доминирует над с. В Е, Сс проявился лишь С и присутствие с уда- 
лось обнаружить только по появлению сс потомков при размножении Ё,. 
Далее, только при дальнейшем размножении Е, растений с окрашенными 
цветками удалось определить, что */. из них была СС и 2/3 — Сс. Следо- 
вательно, доминантность относится к фенотипическому проявлению генов 
в диплоидном состоянии и не имеет никакого отношения к их целостности, 
репликации и механизму передачи. В дальнейшем для удобства мы будем 
относить термины доминантный и рецессивный к самим генам. Необходимо 
только все время помнить о точном значении этих терминов. 

Как уже упоминалось, для проверки универсальности концепции 
тена использовали шесть других признаков гороха. Во всех случаях ока- 
залось, что в гибридах один из аллелей всегда доминантен по отношению 
к своему альтернативному аллелю. На основании этого можно было бы 
заключить, что доминантность представляет собой универсальное явление, 
так как оно было обнаружено для каждого из семи различных признаков 
садового гороха, контролируемых генами. Однако прежде чем делать та- 
кое заключение, рассмотрим данные о наследовании окраски оперения, 
полученные при разведении определенного вида кур. В данном случае 
скрещивание черных и белых дает сизых Е,-потомков. Скрещивание двух 

сизых Е, приводит к появлению в Е, 1/4 черных, 1/, сизых и 1/1 белых 
потомков. Здесь, как мы видим, не происходит маскировки действия одного 
гена другим; так что полная доминантность не является общим правилом 
фенотипического проявления аллелей в гетерозиготах. Заметим, что при 
отсутствии доминантности или неполной доминантности можно с уверен- 
ностью определить генотип организма на основании его фенотипа. 

Перекрестное оплодотворение дало возможность показать, что гены 
встречаются парами, которые после расщепления расходятся и затем 
соединяются (рекомбинируют), образуя пары в потомстве. Иными словами, 
представление о том, что генетический материал состоит из пар разъеди- 
нимых единиц, основано на рекомбинации этих единиц у видов, способных 
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к перекрестному оплодотворению. Здесь надо рассмотреть значение терми- 
на генетическая рекомбинация. Очевидно, что для рекомбинации генети- 
ческие единицы сами по себе вовсе не должны изменяться (мутировать). 
Это значит, что гены у особи с проявлениями генетической рекомбинации 
существовали и до рекомбинации. Организм с парой генов АА’ после само- 
оплодотворения, следующего за расщеплением, может в потомстве снова 
образовать сочетание АА’. Такой генотип не рассматривается как генети- 
ческая рекомбинация. Это скорее восстановление (реконструкция) перво- 
начального расположения единиц. Однако самооплодотворение может при 
этих же условиях дать также АА или А’А’. Эти два генотипа представляют 
собой новые сочетания генов по сравнению с родительским сочетанием 
и поэтому считаются генетическими рекомбинантами. Так, в том случае, 
когда образуются «старые» и «новые» комбинации генов, лишь последний 
тип сочетания генов называют генетической рекомбинацией. Такое упо- 
требление этого термина следует считать разумным, если учесть ту важ- 
ную роль, какую имеют новые комбинации для понимания природы гене- 
тического материала. (Действительно, нам удалось вывести принции рас- 
щепления только потому, что в результате полового процесса возникают 
новые комбинации генов.) Соответственно генетическую рекомбинацию 
следует отождествить с любой пересортировкой или перегруппировкой 
генов, приводящей к их новому сочетанию. Любой процесс, способный 
вести к образованию новых сочетаний генетических единиц, подобно тому, 
как это происходит при расщеплении и оплодотворении, и является меха- 

низмом, обеспечивающим генетические рекомбинации. 

Результаты рассмотренных в первой главе опытов по изучению фено- 
типов привели нас к гипотезе о существовании генетического материала, 
который способен копировать самого 
себя (реплицироваться), мутировать 
и передаваться из поколения в поко- 
ление. Опыты с горохом показали, что д ОЮя 
с помощью метода рекомбинации ге- | | 
нетический материал может быть 
разделен на пары генетических еди- ® бес бес  (шметы) 
ниц. Для изучения природы генети- р 
ческого материала можно применять 
помимо рекомбинаций и другие опе- 
рации или методы. Если бы эти раз- 
личные методы показали, что весь ох 2 — (бамоопыление 8) 
генетический материал делится на \ 
более мелкие единицы, то это не 
обязательно означало бы, что с по- 
мощью разных операций были обна- 
ружены совершенно эквивалентные & Мужские гаметы 
единицы. Так, если воспользоваться ПАЯ ес 
негенетической аналогией, то книгу Женские — 20 
(эквивалент всего генетического ма- гаметы  узс 
териала) можно расчленить на главы, , 
страницы, параграфы, слова, буквы, или бб 126 асе 
иллюстрации ит. д. Каждая операция } ] у 
дает нам определенные сведения о р При вду10- Размна- Размно-  Размно- 
книге, но разные единицы, с помощью “ САЫЛеи — жае жире м 
которых ее можно описать, не обяза- 7 2 7 
тельно идентичны или содержатся 
одна в другой. 

Какое значение имеет открытие ыы В Е 


расщепляющихся аллелей для гипоте- ных скрещиваний растений гороха с ок- 
зы, согласно которой хромосомы пред- рашенными и неокрашенными цветками 
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РИС. 3-1. 





физической 
он обычно состоит 
5 азмам) частично из 


& частично из копий отцовских хромосом. 

в себе никаких следов от своих предыду- 

такими же в гаметах, какими они были, 

оплодотворения; поэтому можно отбро- 

рой материальным эквивалентом гена слу- 

ельзя также считать геном одну целую хромосому, по- 

скольку любая данная хромосома в гамете из-за обменов, приводящих 
к хиазмам, обычн инского, так и отцовского 
происхождения. ность, что ген физически 
который настолько мал, 
ий к хиазме, с соответст- 
Такой участок после мейо- 


Участка равняется макс 


РАСЩЕПЛЕНИЕ ПО АЛЛЕЛЬНЫМ ГЕНАМ 
У ЧЕЛОВЕКА 


Принципы генетики, открытые при изучении садового гороха, должны 
и. на все другие размножающиеся полов 
виду большог 


методами. 

Для анализа родословных ис- 

пользуют описания фенотинов се- 

© ления о мей (фамильное древо или генеа- 
[2 Рмальный логия) в течение нескольких поко- 
И лений. При записи родословных 
неизвестен пользуются определенными услов- 
Фея Ин ными обозначениями (рис. 3—2): 
ВИ 20 дон квадрат или < обозначает мужчи- 
ный признок @” ну, а кругили ® — женщину. Зак- 
Линия брака рашенные символы обозначают лиц 

с аномалией, рассматриваемой в 

Линия потомства данный момент. В семейном методе 

Дети 0 пря» Используются фенотипы только ро- 

рождения (слей дителей и их детей, т.е. данные по 


5 о одному поколению. 
блазнецы Альбинизм, или отсутствие ме- 
Обнояйцевые ланинового пигмента, является 


близнецы редкой аномалией, которая встре- 

чается при рождении примерно од- 

РИС. 3-2 ного ребенка из каждых 20 000. 

Обозначения, используемые при записи При изучении семей и ыы 
родословных человека ных, примером которых служ 
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РИС. 3-3. 
Родословная альбинизма у человека 


родословная, приведенная на рис. 3—3, выявляются перечисленные ниже 
факты. Все они рассматриваются с точки зрения гипотезы, согласно которой 
альбинизм возникает у гомозигот по рецессивному гену а. 

4. Оба родителя альбиноса могут не быть альбиносами, т. е. обладают 
нормальной пигментацией. Это можно объяснить появлением гомозигот- 
ного ребенка (44) в браке двух гетерозиготных родителей неальбиносов 
(Аах Аа. 

2. Альбиносы чаще всего встречаются в потомстве лиц, имеющих обще- 
го предка. В Швеции и Японии средний процент браков между кузенами 
меньше пяти; среди же родителей альбиносов этот процент лежит в преде- 
лах от 20 до 50. Так как альбинизм встречается редко, то редко встречается 
и ген а. Вероятность образования гомозиготной особи (аа) очень мала, 
если родители не состоят в родстве, так как даже в том случае, когда один 
из родителей несет гены Аа или аа, то у второго вероятнее всего будет пара 
генов АА. С другой стороны, если первый родитель несет гены Аа или аа, 
то брак с родственником увеличивает вероятность того, что у второго 
родителя окажется ген а, полученный от общего предка супругов. 

3. Какого отношения альбиносов к неальбиносам можно ожидать, если 
собрать данные по семьям с двумя детьми, в которых несмотря на то, что 
родители нормальны, тем не менее в потомстве появлялись альбиносы? 
С точки зрения рассматриваемой нами гипотезы родители в таких семьях 
должны быть Аа Х Аа. Вероятность того, что первый ребенок в таком 
браке не будет альбиносом, равна 3/1; соответственно вероятность альби- 
низма равна */л. Каждый ребенок в таком браке имеет указанную вероят- 
ность быть нормальным или альбиносом. Эта вероятность не зависит ни 
от генотипов, ни от фенотипов предыдущих или последующих детей. Поэ- 
тому в 3/, двудетных семей с родителями Аа первый ребенок будет нор- 
мальным, а среди них 3/. будут иметь и второго нормального ребенка. 
Таким образом, 3 /1з всех семей с двумя детьми и гетерозиготными родите- 
лями не входит в рассматриваемую нами выборку, поскольку в них оба 
ребенка нормально пигментированы. В нашу выборку будут входить сле- 
дующие типы двудетных семей: семьи с первым нормальным ребенком 
(8/1) и вторым альбиносом (1/4), что составляет 3/15 от всех семей (1/1 от 
3/1); семьи, в которых имеется обратная ситуация (3/1 от */а), что дает еще 

З/1в всех семей, и наконец семьи, в которых оба ребенка являются альбино- 
сами (*/, от 1/4), что составляет * /1в всех семей. Следовательно, в среднем, 
в каждых семи изученных семьях с детьми альбиносами должно быть 6 нор- 
мальных детей (по три от каждого из двух типов семей с одним альбиносом) 
и 8 альбиносов (по три от каждого из двух типов семей с одним альбиносом 
и два — от семей с двумя альбиносами), так что ожидаемое отношение 
неальбиносов к альбиносам составляет 3: 4. Соотношение, наблюдаемое 
в действительности, весьма близко к ожидаемому. 
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Соотношения альбиносов и неальбиносов, наблюдаемые в семьях с тре. 
р. й от нормальных родителей, также 
мя, четырьмя или ббльшим числом детей ми аналогич 
согласуются с ожидаемыми соотношениями, выведенны НЫМ 
образом. 
на В браке двух альбиносов рождаются только альбиносы, как это 
и следует по законам генетики для скрещивания аа х аа 
5. Близнецы, образовавшиеся из одной зиготы (монозиготные, одно- 
яйцевые, или идентичные, близнецы), либо оба являются альбиносами, ли- 
бо оба имеют нормальную пигментацию. Поскольку обычно такие близне- 
цы генетически идентичны, то следует ожидать, что оба они будут либо 
нормальными АД или Аа, либо оба альбиносами аа. Близнецы, происхо- 
дящие из разных зигот (дизиготные, неидентичные, двуяйцевые близ- 
нецы), обладают не большей вероятностью быть одинаковыми по признаку 
альбинизма, чем любые два ребенка одних родителей. 

Эти данные четко доказывают, что альбиносы обычно являются гомо- 
зиготными рецессивами по одной паре расщепляющихся генов, 

Шерстистые (уооу) волосы являются редкой аномалией, встречаю- 
щейся у норвежцев. На основании изучения родословных ее можно объяс- 
нить наличием редкого доминантного гена, который обозначается через И”. 
Если один из супругов обладает шерстистыми волосами (Й/), а у дру- 
гого (722) волосы нормальные, то можно ожидать (в действительности так 
и оказывается), что примерно у 50% детей волосы шерстистые, ау 50% — 
нормальные. Обратите внимание, что родитель с аномалией обозначен 
как гетерозигота. Поскольку данный признак очень редок, то гомозигот 
И7И’, по-видимому, вообще не существует: ребенок И/И’ может родиться 
(если не учитывать возникновения мутаций) только в том случае, когда 
оба его родителя имели шерстистые волосы. 

Наконец, рассмотрим генетическую природу некоторых видов анемий. 
Среди итальянцев (как живущих на родине, так и эмигрировавших в дру- 
гие страны) встречаются анемии двух типов. Один тип тяжелый, обычно 
со смертельным исходом в детстве, называется анемией К ули, или боль- 
шой талассемией. Другой тип более умеренной анемии называется микро- 
цитемией, или малой талассемией. Анализ родословных и семей показыва- 
ет, что оба родителя детей, страдающих большой талассемией, больны ма- 
лой талассемией. Все данные согласуются с гипотезой, согласно которой 
лица, больные большой талассемией, гомозиготны (21) по паре генов, а ли- 
ца, страдающие малой талассемией, гетерозиготны по этому гену (7%. 
В Италии более 100 000 людей были идентифицированы как ТТ, Тё или 
#1. Заметим, что в случае талассемии ни Т, ни Е не являются полностью 
доминантными или рецессивными генами. 

Следует напомнить, что при взаимодействии генов в гетерозиготах, 
влияющем на фенотипическое выражение, может иметь место полная или 
частичная доминантность, а также ее отсутствие и тем не менее проявле- 
ние генов не оказывает ни малейшего влияния ни на их целостность, ни на 
расщепление и рекомбинацию. 

Анализ родословных и семей позволяет изучить большое число дру- 
гих признаков и на основании известных свойств генов объяснить по- 
лученные данные генетически, пользуясь самыми простыми подходящи- 
ми объяснениями, как это было показано здесь для альбинизма и дру- 
гих признаков. К сожалению, иногда данных оказывается недостаточно 


и исследователь приходит к нескольким одинаково вероятным генети- 
ческим объяснениям. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Ген ВАНетОЯ. единицей или частью полного генетического материала, 
обнаруженной с помощью различных методических приемов. Гены, о ко- 
торых шла речь в этой главе, были обнаружены с помощью рекомби- 
наций. 

Гены встречаются парами. Когда при половом размножении проис- 
ходит передача генов, участники пары генов расщепляются так, что 
каждый потомок получает от каждого родителя только по одному участ- 
нику этой пары. Ген остается неизменным независимо от того, какой 
ген был его аллелем до расщепления, и от того, какой ген получен от 
другого родителя. Удается конкретизировать гипотезу, согласно кото- 
рой хромосомы являются генетическим материалом или несут его в 
себе: ген, обнаруженный с помощью рекомбинаций, можно представить 
себе в виде короткого участка хромосомы, в котором не могут происхо- 
дить обмены, приводящие к хиазмам. 

Данные, собранные при изучении родословных и семей, свидетельству- 


ют о том, что ряд признаков человека обусловлен действием пары расщеп- 
ляющихся генов. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


3.1. Как можно установить, стала ли линия садового гороха генети- 
чески чистой в отношении данного признака? 

3.2. Какие возражения можно выставить против предположения о воз- 
никновении генов только из предшествующих генов, но не 4е поуо? 

3.3. В чем разница между фенокопией и перекрыванием фенотипов? 

3.4. Теряет ли родитель свой собственный генетический материал, 
когда передает его потомству? Дайте обоснованный ответ. 

3.5. Необходимо ли предполагать, что гены способны воспроизводить 
сами себя? Поясните. 

3.6. Перечислите все предположения, необходимые для объяснения 
на основании модели генов отношения 3:1 в Ё,. 

3.1. Скрещивание черных морских свинок с белыми дает потомство 
только черного цвета. При скрещивании двух таких потомков рождаются 
в основном черные, а также некоторое количество белых. Объясните эти 
результаты генетически. . 

3.8. При скрещивании двух растений с розовыми цветками получилось 
потомство с красными, розовыми и белыми цветками. Введите генетические 
обозначения. Напишите для этого случая все возможные генотипы и соот- 
ветствующие им фенотипы. в 

3.9. Какие методы изучения генов использованы в этой главе? Охарак- 
теризуйте размеры гена. 

3.10. Какова роль доминантности в изучении генов? 

3.14. Имеются ли гены у организмов, размножающихся бесполым путем? 
Разъясните свой ответ. 

3.12. Каково взаимоотношение между геном и связанным с ним феноти- 
пическим эффектом? 

3.43. Согласны ли вы с утверждением (стр. 40) о том, что скрещива- 
ние двух растений садового гороха © белыми цветками дает потомство, 
обладающее только белыми цветками? 

3.14. Автор этой книги старается не употреблять слово «наследствен- 
ность» и его производные. Считаете ли Вы это оправданным и почему? 

3.45. В чем разница между методами анализа родословных и семей? 

3.16. Какие данные свидетельствуют о том, что пигментация (альби- 
низм) обусловлена расщепляющимися генами? 
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3.17. В браке двух нормальных родителей рождается ребенок-альби- 
нос. Какова вероятность того, что следующий ребенок будет альбиносом? 
неальбиносом? Какова вероятность того, что оба следузощихьресенка бу- 
дут альбиносами? оба не будут альбиносами? один будет альбиносом, 
а другой нет? 

3.18. В какой части семей с тремя детьми, где оба родителя гетерози 
готны по гену альбинизма, не будет детей альбиносов? все дети будут аль- 
биносами? по крайней мере один ребенок будет альбиносом? 

3.19. Является ли ген, определяющий появление шерстистых волос, 
полностью доминантным по отношению к гену нормальных волос? Пояс- 
ните. 

3.20. В чем сходство и различие в расщеплении генов и хромосом? 

3.21. Если генетический материал располагается в хромосомах, то 
необходимо ли предполагать, что участники пары генов занимают точно 
соответствующие друг другу места в гомологичных хромосомах? Почему 
необходимо такое предположение? 

3.22. Если митотическая хромосома содержит в норме две идентичных 
хроматиды, можем ли мы решить, сколько генов содержит каждая хромо- 
сома: один ген или пару идентичных генов? Аргументируйте свой ответ. 

3.23. В чем, по Вашему мнению, может быть источник ошибок при рас- 
смотрении семей с двумя детьми? Как бы Вы попытались избежать ошибки? 

3.24. Электронный микроскоп позволяет различить в головках сперми- 







































































семян до; 


ев некоторых видов массу тонких нитей. Служит ли это доводом против ром число р 
сохранения целостности хромосом или генов? Почему? с морщинист 
3.25. В чем разница между генетическими рекомбинациями, которые линии желты 
происходят в момент оплодотворения и во время мейоза? нами, т.е. же 
3.26. В чем разница в изучении генетики на уровне клетки и на уровне Е; дает в Е 
организма? Что же п 
3.27. В каком окружении находится каждый отдельный ген? временно по 
3.28. В родословных некоторых семей в Швеции встречаются случаи тладкие желт 
потери нейромышечной координации, атаксии. Почему одна форма этой ми, причем т. 
редкой аномалии встречается в семьях, где родители явно не являются гладкие жел. 
родственниками, а другая форма,— в семьях, где родители являются ожидать 
кузенами? санном › ел 
3.29. Что можно сказать на основании приведенных ниже фактов отно- ИПИЧ Слут 
сительно того, насколько общий характер носят явления доминантности? Ческое т 


При скрещивании растений с морщинистыми семенами и растений с глад- 
кими семенами все семена Е; оказываются гладкими. Микроскопическое 
исследование показывает, что края крахмальных зерен у гладких семян 


т Также гладкие, сильно зазубрены у всех морщинистых Р; и слегка 
зазубрены у всех ЁЕ,. 
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Глава 4 


НЕЗАВИСИМАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ 
НЕАЛЛЕЛЬНЫХ ГЕНОВ 


В предыдущих главах рассматривалась трансмиссионная генетика аль- 
тернатив по одному признаку. Оказалось, что все известные случаи 
можно объяснить существованием одной пары генов. Возникает вопрос, 
что будет представлять собой генетическая единица передачи, если в опы- 
тах по скрещиванию одновременно прослеживать судьбу двух или боль- 
шего числа признаков. Ответ на этот вопрос дают результаты ряда допол- 
нительных опытов, поставленных Грегором Менделем на садовом горохе. 
Вначале было установлено, что подобно признаку окраски цветка, описан- 
ному в третьей главе, форма семян и цвет семян по отдельности опреде- 
ляются каждый одной парой генов. Это значит, что Р, из чистой линии 
с гладкими семенами дает при скрещивании с Р, из чистой линии с мор- 
щинистыми семенами потомство К, с гладкими семенами, т. е. ген гладких 
семян доминирует. Самоопыление Е, с гладкими семенами дает ЁЕ., в кото- 
ром число растений с гладкими семенами относится к числу растений 
с морщинистыми семенами, как 3:1. Аналогично скрещивание чистой 
линии желтых семян с чистой линией зеленых дает Е, с желтыми семе- 
нами, т. е. желтая окраска доминирует над зеленой. Самоопыление желтых 
Е, дает в Е› отношение 8 (желтые) : 1 (зеленое). 

Что же произойдет при скрещивании растений, отличающихся одно- 
временно по обоим признакам? Скрещиваются Р, из линии, дающей 
гладкие желтые семена, с Р, из линии с морщинистыми зелеными семена- 
ми, причем гарантируется чистота обеих линий. В Е, получаются только 
гладкие желтые семена (табл. 4—1). Этого результата можно было бы 
ожидать, если бы мы изучали форму и цвет семян по отдельности. В опи- 
санном случае нет доминирующего действия одного признака на фено- 
типическое проявление другого. 

Таблица 4—1 
ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ РЕЗУЛЬТАТЫ 
ПРИ ОДНОВРЕМЕННОМ ИССЛЕДОВАНИИ 
ДВУХ ПРИЗНАКОВ 
Р;, Гладкие желтые ХХ Морщинистые зеленые 
Е Все гладкие желтые 
Р. ЕР: Гладкие желтые Ж Гладкие желтые 








Фенотип Число Пропорция 
Гладкие желтые .....- 315 9,06 
Гладкие зеленые ..... 101 2,9 
Морщинистые желтые ... 108 3,1 
Морщинистые зеленые 32 0,9 





При самоопылении Е, © гладкими желтыми семенами получается 
потомство, в котором при подсчете достаточно большого ож я 
различные фенотипы встречаются в соотношении рии. (гладкие 
желтые) : 3 (гладкие зеленые) : 3 (морщинистые желтые) : ори 
стые зеленые). Заметим, что по каждому признаку ово расщепл 
ние и рекомбинация, что видно из анализа Е., в котором имеет место 
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соотношение 12 (гладкие) : 4 (мор- 


с, щинистые) : 12 (желтые) : 4 (зеле- 
ЧЕ ные). Таким образом, и в этом 
Ве уу ф» Е поколении не наблюдается влия- 

ния одного признака на расщеп- 
пе ление и рекомбинацию генетиче- 


ского материала, ответственного 
за другой признак. 
ф круглые зеленые Какие еще сведения о гене мод;- 
но извлечь из этих результатов? 
До сих пор все экспериментальные 
"т ьМорщинистые — данные можно было объяснить с 
пиве помощью всего лишь одной пары 
Морщи- Генов, допуская, что полный гене- 
‚. ‚у внытые ТИЧеский материал диплоидной 
зеленые клетки делится только на два ге- 
на, причем оба обладают много- 


ВЕ уу 


®: уу 


РИС. 4-1. численными аллелями, каждый из 
Генотипы и фенотипы в Е», возникающие которых влияет на большое число 
в результате расщепления разных признаков. Будем поэтому 


по-прежнему считать, что все особи | 
Р, в данном случае содержат 
уе только одну пару генов и каждый 
ген одновременно влияет на два 
Й а признака: на форму и окраску 
семян. Полученные данные согла- 
суются с этим предположением в 
том отношении, что Е, имеют глад- 
кие желтые семена, а К. желтые и 
зеленые, так же как и гладкие и 
ре к морщинистые встречаются в соот- 
р ВЕ БЕТА ношении 3 : 1. По нашей гипотезе, 


У уе Ву. 


в Е. должно быть только два типа 

т семян в соотношении 3 (гладкие 

желтые) :1 (морщинистые зеленые). 

Ку Щгу На самом же деле в Е» встреча- 

рт ются не рые прародитель- 

ские сочетания (Р,), но и два но- 

Ре Я тя ООВ вых рекомбинантных типа потом- 

ков, а именно, гладкие зеленые и 

морщинистые желтые! Очевидно, 

Е передаваемый потомству генети- 

ческий материал состоит не из одной пары неделимых единиц, а из разде- 

лимых пар единиц, или генов, причем каждая пара по отдельности способ- 
на и к расщеплению, и к рекомбинации. 

Предположим поэтому, что в каждом организме, размножающемся 
половым путем, имеется больше одной пары генов. Пусть в нашем кон- 
кретном случае А (гладкие семена) и г (морщинистые семена) будут алле- 
лями одной пары генов, а У (желтые семена) и у (зеленые семена) — алле- 
лями второй пары. Тогда растения Р, представляют собой ВВУУ (гладкие 
желтые) и ггуу (морщинистые зеленые). Каждая пара генов расщепляет- 
ся тан, что в гаметы попадает лишь по одному участнику каждой пары. 
Первый родитель, таким образом, даст только гаметы ВУ, а второй толь- 
ко гу и все Е, будут представлять собой ВгУу (гладкие желтые), что 
и наблюдается в действительности. 

Согласно нашей рабочей гипотезе, гаметы, образуемые растениями Ё,|, 
будут содержать либо В, либо г и, кроме того, либо У, либо у. Поскольку 
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лы и относительная Потомство 
частота гамет 


о а Генотипь Частоте Уастота 
© ганотипов фЕНОТИтов 
\ ВУ Ув ВВ УУ х х 
т \ Ву Ув ВВ Уу 
№ РУ Ир Ви 8 и ЗАЛЫ 
ЖЕЛТЫЕ 
Ш гу Ув лу 2 № У 
4 В \у з Круглые 
т РУ у. вау, 1 ВУ зеленые 
У эму 
у 
шву \ Ву й Ув КВуу тнУ\У 3 Морщиниеты 
М гУ м гу 2 ПУ желтьие 
Мг й ий 
У в Вгуу т Морщинисты. 
ЗЕЛЕНЫЕ 
\ ВУ ль В УУ 
. \ Ву Уь вк Уу 
У гу гу о 
Ив гг УУ 
\ гу и» п Уу 
Ш КУ Ув ве Уу 
ив ' 
зе Е У в Вг У 
№ гу Ув п у 
\ гу Ув пуу 
РИС. 4-3 


Независимое расщепление и случайное оплодотворение 
в скрещивании идентичных дигибридов 


наблюдения над Е› свидетельствуют, что А и У не всегда попадают’в одну 
и ту же гамету (так же как и г и у), то среди гамет должны встречаться 
четыре вероятных генотипа: ВУ, Ву, гУ, гу. Эти возможные гаплоидные 
генотипы будут встречаться и в мужских, и в женских гаметах. Поэтому 
можно ожидать, что в Е» появятся изображенные на рис. 4—1 диплоид- 
ные генотипы и соответствующие им фенотипы. Заметим, что в Ез воз- 
можны 9 разных генотипов, четыре из которых дают фенотин «гладкие 
желтые», два —тладкие зеленые», два —«морщинистые желтые» и один — 
«морщинистые зеленые». Это согласуется с тем, что в Е. действительно 
обнаруживается 4 фенотипа и подтверждает гипотезу, по которой”гене- 
тический материал, передаваемый через гаметы, состоит из субъединиц, 
каждая из которых обладает свойствами неаллельного гена. 

Как же можно” объяснить наблюдаемое в Е» соотношение феноти- 
пов 9:3:3: 4? Для этого достаточно допустить, что расщепление одной 
пары генов происходит независимо от расщепления другой пары генов. 
В соответствии с этим предположением (рис. 4—2) половина всех гамет 
растения ВгУу получает В, причем половина из них получает еще и а 
а половина у. Другая половина гамет получает г и половина из них полу- 
чает еще и У, а половина у. Таким образом, популяция мужских гамет 
вР, будет состоять из 25% ВУ, 25% Ну, 25% гУ и 25% гу. Женские 
особи Р. образуют гаметы тех же генотипов и в тех же соотношениях. 
Оплодотворение, как мы уже предполагали, происходит случайным обра- 
зом. Отсюда'получается ожидаемый состав Ё», изображенный на рис. 4—3. 

Расходящиеся диаграммы, изображенные на рис. 4—3, можно расема- 
тривать начиная сверху: */‹ женских гамет представляет собой ВУ ив!/1 
случаев оплодотворяется мужскими гаметами ВУ (что дает 1/1 потом- 
ков ВАУУ), в!/. случаев оплодотворение совершит мужская гамета Ну 
(что даст 1 /1в потомков ВВУУ) ит. д. Просуммировав одинаковые классы, 
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Родители 


Уз желтые в круглые 

Уз круглые ЖЕЛТЫЕ 

/з зеленые лв Круглые 

Потомство ЗЕЛЕНЫЕ 
Ул желтые ль морщинистые 

Уз морщини с. желтые 
сотые Иа зеленые ль морщинистые 

Зеленые 


РИС. 4-4. 
Фенотипические результаты скрещивания идентичных дигибридов 


можно получить изображенные на схеме типы и относительные частоты 
разных генотипов и фенотипов. Наблюдаемые в действительности соотно- 
шения (табл. 4—1) полностью совпадают с ожидаемыми. 

Еще проще получить фенотипическое соотношение 9:3:3: 1, исполь- 
зуя расходящиеся диаграммы. Мы знаем, что скрещивание двух идентич- 
ных моногибридов (гетерозигот только по одной из рассматриваемых 





Гаметы Генотипы Фенатипы 

Ф с” 

ВУ Тгу 4 Вг Уу \ Круглые 
желтые 

\ КУ Тгу \ Ве уу \» Круглые 
звленые 

М ту гу ф и т Уу ф \ Марщиниетые 
желтые 

И гу Тгу Мм уу ^ Морщинистые 


зеленые 


РИС. 4-5. 


Анализирующее скрещивание Е, дигибрида (ВтУу) 
с двойным рецессивом (тг уу) 


пар генов) дает соотношение фенотинов 3 : 4 для 
сивного признаков соответственно. Если имеется д 
рых каждая гетерозиготна и в каждой наблюдае 
ности, то, при условии независимого поведения этих двух пар генов 
при рекомбинации, можно скомбинировать два независимых отноше- 
ния 3 : 1, как это показано на рис. 4—4. Эту схему следует читать следую- 
щим образом: среди потомков, 3/1 которых имеют гладкие семена (в резуль- 
тате расщепления, случайного оплодотворения и доминирования А в скре- 
щивании Вгх В’), будет, кроме того, 3/4 растений с желтыми семенами 
и 1/1 с зелеными (вследствие расщепления, случайного оплодотворения 
и доминирования У в скрещивании Уух УуУ); поэтому У °/лв всего 
потомства будут гладкие желтые семена, а у 3/\: гладкие зеленые и т. д. 

Мы видим, следовательно, что независимое расщепление двух пар 
генов приводит к образованию гамет, среди которых с одинаковой частотой 
возникают как новые, так и старые комбинации генов. В нашем случае 
дигибрид Е, (гетерозигота по двум из рассматриваемых пар генов) полу- 
чил А и У от одного родителя, а ги у от другого. Рекомбинантные 
формы гамет в этом случае представляют собой Ку и гУ. Если бы дигиб- 
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доминантного и рецес- 
ве пары генов, из кото- 
тся явление доминант- 

























среди потомков 
тамет исследуем 
вают анализирук 
томозиготен по г 
щивание называе 

Теперь мы м 
основы генов, Пу 

Коро 


рид Е, получил от одного родителя Ду, а от другого гУ, то рекомбинант- 
ными формами были бы ВУ и гу, а старыми комбинациями — Ву и гУ. 
Таким образом, независимо от того, как гены попали в данный организм, 
дигибрид образует четыре генетически отличающихся типа гамет в рав- 
ных количествах. 

Еще проще можно определить типы и частоты гамет, образуемых 
дигибридом ВтУу, если провести его скрещивание с двойным рецессивом, 
т. е. с гомозиготой по обоим рассматриваемым рецессивным генам. В скре- 
щивании АгУу Х ггуу дважды рецессивный родитель дает гаметы только 
гу типа, тогда как дигибрид дает с равной частотой четыре типа гамет, 
а именно ВУ, Ву, У, гу. Среди потомков такого скрещивания в опыте 
действительно было обнаружено (рис. 4—5) примерно 25% растений с глад- 
кими желтыми семенами (55 потомков), 25% с гладкими зелеными (51 пото- 
мок), 25% с морщинистыми желтыми (49 потомков) и 25% с морщинисты- 
ми зелеными (52 потомка). Этот факт является прямым подтверждением 
как расщепления участников одной пары генов, так и независимости 
этого расщепления. 

Когда мы имеем дело с полной доминантностью, скрещивание с рецес- 
сивом по рассматриваемой паре генов всегда дает возможность иденти- 
фицировать генотип другого родителя, так как фенотипы и их частоты 
среди потомков прямо соответствуют генотипам и их частотам среди 
гамет исследуемого родителя. Поэтому скрещивания такого рода назы- 
вают анализирующими. Если один из родителей в серии скрещиваний 
гомозиготен по изучаемым рецессивным генам, то анализирующее скре- 
щивание называется возвратным. 

Теперь мы можем снова вернуться к рассмотрению материальной 
основы генов. Пусть одна пара генов физически связана с соответствую- 
щими короткими сегментами двух гомологичных хромосом, в пределах 

которых не могут возникать обмены, приводящие к хиазмам. Тогда возни- 
кает вопрос, где относительно первой пары генов располагается вторая? 
Возможны два варианта: обе пары генов находятся либо на одной паре 
хромосом, либо на двух разных. Рассмотрим последнюю возможность, 
а именно, что разные пары генов располагаются в разных негомологичных 
парах хромосом. Тогда в метафазе Г мейоза сегменты негомологичных 
пар хромосом могут расположиться друг относительно друга несколькими 
разными способами (рис. 4—6). 

Ранее было установлено, что разные пары хромосом располагаются 
в метафазе 1 независимо друг от друга. Более того, весьма вероятно, 
что на ориентацию центромер относительно веретена тетрад в метафазе 1 
и диад в метафазе П не влияет наличие или отсутствие в них хиазм или 
обменов. Если между центромерой и парой генов Аа или между центро- 
мерой и парой генов Вьне происходит обмена и, следовательно, не возни- 
кает хиазмы, то в конце мейоза образуется равное количество четырех 
разных типов гамет, поскольку варианты / и // равновероятны (рис. 4—6, 
случай А). Тот же результат получается в случае Б, когда в одной тетраде 
имеется хиазма между центромерой и рассматриваемым геном, а в дру- 
гой тетраде ее нет, и в случае В, когда хиазмы возникают в обеих тетра- 
дах. И в случае ВГ и в случае В/ГГ диады в метафазе П могут ориенти- 
роваться относительно полюсов четырьмя равновероятными способами, 
причем каждый из них приводит к одному и тому же результату: образо- 
ванию с одинаковой частотой четырех типов гамет. Таким образом, неза- 
висимое расщепление разных пар хромосом может служить физической 
основой независимого расщепления разных пар генов как в том случае, 
когда образуются хиазмы, так и в том случае, когда они не образуются. 

Рассмотрим теперь следствия, вытекающие из предположения, что 
АиВ располагаются на одной хромосоме, а их аллели аи ф — на другой, 
гомологичной хромосоме (рис. 4—7). В случае А, когда между двумя парами 
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генов отсутствуют хиазмы, в гаметах встречаются только старые (отцов- 
ские и материнские) комбинации. В случае Б, когда между двумя разны- 
ми парами генов образовалась хиазма, в гаметах с одинаковой вероят- 
ностью встречаются все четыре класса (две старые и две новые комби- 
нации генов). Но если хиазма возникает не во всех тетрадах, то Число 
гамет со старыми комбинациями генов будет превышать число гамет 
с новыми комбинациями. Тетрада обычно имеет одну или несколько 
хиазм; однако обмен, приводящий к хиазме, мог бы произойти во множе- 
стве участков по длине хромосомы. Поэтому, если поставить условием, 
чтобы в данном интервале, например между А и В, во всех тетрадах обя- 
зательно возникали хиазмы, то необходимо вводить дополнительные 
предположения. Кроме того, мы ничего не знаем о генном интервале, 
или расстоянии между неаллельными генами, которые, по нашему пред-‘ 
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Ь 86 
РИС. 4-6. 5 


Поведение при мейозе генных пар, расположенных на негомо- 
логичных парах хромосом. Заметим, что, если рассмотреть все 
альтернативы в случае В/ и В/1, получим АВ—=а5—=Аф—=@аВ 
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РИС. 4-7. 


Поведение при мейозе пар генов, расположенных на одной 
паре хромосом 


положению, находятся на одной хромосоме. Поэтому мы пока не будем 
считаться с тем, что неаллельные гены, расположенные на одной паре 
хромосом, могут давать старые и новые комбинации с одинаковой часто- 
той, то-есть будем предполагать, что две пары независимо расщепляю- 
щихся генов располагаются в разных парах хромосом. На садовом горохе 
были получены данные, которые по крайней мере не противоречат этому 
предположению. Путем скрещивания гибридов по двум или большему 
числу генов удалось установить существование семи различных пар генов 
(в каждой из которых проявляется доминирование в гибридном состоя- 
нии), расщепляющихся независимо друг от друга. У садового гороха 
имеется диплоидный набор из семи пар хромосом; следовательно, их 
достаточно, чтобы каждая пара генов могла расположиться на отдельной 
паре хромосом. 


ДРУГИЕ СООТНОШЕНИЯ ФЕНОТИПОВ 


В моногибриде может проявляться действие лишь одного аллеля, может 
частично проявляться действие обоих аллелей и, наконец, оба аллеля 
могут проявлять себя полностью. Эти случаи были названы соответственно 
полным доминированием, ‹ частичным доминированием и отсутствием 
доминирования. В обсуждавшихся ранее опытах на садовом горохе пол- 
ное доминирование приводит при скрещивании двух идентичных моно- 
гибридов к соотношению фенотипов 3 : 1. Поэтому потребовалось допол- 
нительно скрещивать потомство с доминирующим фенотипом для того, 
чтобы установить наличие отношения генотипов 1 : 2: 1, которое должно 
было быть в таком скрещивании. Если бы доминирование отсутствовало, 
то соотношение фенотипов было бы таким же, как соотношение генотипов. 
Тем не менее, во всех случаях рекомбинирования гены сохраняли свою 
индивидуальность и наблюдаемые характерные соотношения зависели 
только от отношений доминирования в данной генной паре, т. е. от харак- 
тера проявления одного аллеля пары в присутствии другого. 





1 См. Бэтсон (\. Вабезоп, 1909). 
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РИС. 4-8. 
2 АА’ ВВ 
Генотипические частоты 


} АА. ВВ рекомбинаций 


Полное доминирование не влияет также ни на ген, как таковой, ни 
на расщепление неаллельных пар генов. Выше уже были указаны ожи- 
даемые соотношения генотипов при скрещивании двух конкретных дигиб- 


ридов (рис. 4—4). Выведем тем не менее эти соотношения заново, поль- 
зуясь более общими обозначениями генов, 
измененного метода расходящихся диаграм 
одну пару аллелей, а Ви В’ — другую. 
даст соотношение генотипов, 
Заметим, что среди каж среднем будет 9 разных 
ПЕ! 


ретных дигибридов садового гороха? 
-первых, в каждой паре аллелей про- 
ате чего соотношение генотипов 1:2; | 


признак, определяемый другой парой. 
идеть оба соотношения 3 : 4 по отдель- 
, они случайным образом распределены 
в потомстве (рис. 4—5). Таким образом, становится очевидным, что те 
понкретные соотношения фенотипов, которые получаются при скрещи- 
ваниях по нескольким генным парам, зависят как от отношений доми- 
нирования между аллелями, так и от взаимодействия неаллельных генов. 
Если в обеих парах генов нет доминирования и обе они действуют 
независимо друг от друга на разные признаки, получается два соотно- 
шения фенотипов 1:2:41, которые, распределяясь случайным образом, 
дадут соотношение фенотинов 4:2 орал. Поскольку 
в этом случае ни один генотип не маскируется фенотипически другим, 
соотношения генотипов и фенотипов оказываются одинаковыми. (Это 
справедливо и для следующих скрещиваний: АА’ВВ’ х ААВВ, АА’ВВ’Х 
Х А’А’В’В", АА’ВВ Х ААВВ’.) Такой результат получается в потомстве 
родителей, которые страдают малой талассемией (72) и обладают группой 


крови ММ (ММ’) (ММ дает фенотип М, М’М’ дает фенотин М, подроб- 
нее см. стр. 65). 
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Если же в одной паре генов имеется доминирование, то два разных 
генотипа будут давать одинаковый фенотип, так что следует ожидать 
ыыы. меньшего, чем 9, числа фенотипов. Так, если В доминирует 

› то генотипы 1 и 2 (рис. 4—8) проявляются как один фенотип, гено- 
типы 4 и 5 — как другой, а 7 и 8 — как третий, так что соотношение 
фенотипов становится 3:1:6:2:3:4. Такое соотношение фенотипов 
следует ожидать в потомстве родителей, которые оба гетерозиготны по 
альбинизму (Аа) и обладают группой крови ММ (ММ°). Когда же доми- 
нирование имеется в обеих парах генов, генотипы 1, 2, 4, 5 даютодан 
фенотип, генотипы Зи б — другой, генотипы 7Ти8 — третий и генотип 9— 
четвертый фенотип, в результате чего получается уже знакомое нам 
соотношение 9 :3:3:4. Доминирование приводит к уменьшению числа 
фенотипов. 

Каких соотношений фенотипов можно ожидать, когда две разные 
пары генов, действующие независимо, влияют на один и тот же признак 
в одном направлении? Если некоторые комбинации аллелей в одной паре 
генов приводят к такому же фенотипу, что и определенные комбинации 
аллелей другой пары, то количество разных фенотипов окажется меньше 
максимального (в случае скрещивания 2 идентичных дигибридов мень- 
ше 9). Кроме того, количество разных фенотипов уменьшится еще замет- 
нее, если отсутствие доминирования в обеих парах генов сменится доми- 
нированием в одной паре генов, и еще больше, если доминирование будет 
проявляться в обеих парах генов. Так, если А и В образуют равное коли- 
чество пигмента меланина в коже человека, а А’и В’ не производят его 
совсем, то, поскольку здесь нет доминирования и полное количество пиг- 
мента определяется просто суммарным действием рассматриваемых генов, 
скрещивание двух идентичных дигибридов дает вместо 9 разных феноти- 
пов следующее соотношение 4 («черный», тип 4) : 4 («темный», типы 2, 4) : 
: 6 («смуглый», типы 3, 5, 7) : 4 («светлый», типы 6, 8) : 1 («белый», тип 9). 
Более того, если и А и В полностью доминируют над своими аллелями, 
например оба дают полную окраску цветка, то соотношение фенотипов 
сведется к 15 (окрашенные, типы 1—8) :4 (белый, тип 9). Заметим, что 
когда разные пары генов действуют на один и тот же признак в одном 
направлении, т. е. действие их имеет общую фенотипическую основу, 
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Мутант ДгозорйИа теапобазйет, у которого отсутствуют крылья (слева) и мутант 
с закрученными крыльями (саеа \/т<) 





их эффекты как бы накладываются друг на друга и действие одной пары 
генов влияет на обнаружение действия другой пары. 

Иногда разные пары генов действуют независимо друг от друга на один 
и тот же признак по-разному, причем это действие может носить как анта- 
гонистический, так и кооперативный характер. Например, у дрозофилы 
(рис.4—9) А’представляет собой рецессивный аллель, который превращает 
крылья в культю (рудиментарные крылья), тогда как В’ — рецессивный 
аллель, вызывающий скручивание крыльев. Доминантный аллель А дает 
крылья нормальной длины, а доминантный аллель В — прямые крылья. 
Скрещивание двух идентичных дигибридов не дает привычного соотно- 
шения 9:3:3:1. В данном случае получается соотношение 9 (прямые 
длинные крылья) : 3 (длинные закрученные крылья) : 4 (рудиментарные 
крылья, у четверти из них крылья были бы закручены, если бы они достиг- 
ли нормальной длины). Таким образом, в этом случае фенотипическое 
проявление одной пары генов не позволяет обнаружить фенотипическое 
проявление другой пары генов. 

В другом случае любая из двух пар генов может помешать проявле- 
нию определенного фенотипа. Пусть доминантные аллели А и В незави- 
симо друг от друга производят некие вещества, необходимые для обра- 
зования красного пигмента. Рецессивные аллели этих генов А’и В’ 
не способны образовывать этих веществ. В этом случае скрещивание 
двух идентичных дигибридов даст соотношение 9 (красные) : 7 (не крас- 
ные, среди которых имеются 3 гомозиготы по А’, Згомозиготы по В’ и 1 го- 
мозигота и по А’и по В’ одновременно). Заметьте, что, рассматривая 
рецессивные аллели, мы имели дело, соответственно, с примерами одно- 


типического проявления одной пары генов за счет Участников других 
пар генов. Про гены, обнаружению которых мешают неаллельные гены, 
говорят, что они гипостатичны, или проявляют гипостаз. Подобно тому, 
как существование доминантности подразумевает рецессивность, так 
и эпистаз подразумевает гипостаз. Доминантность гена по отношению 
к своему аллелю и способность быть эпистатичным по отношению к неал- 
лельным генам не обязательно связаны между собой. Так теоретически 
эпистатическое действие может зависеть от присутствия А или А’ или 
АА’; более того, гипостатическая реакция может проявляться в присут- 
ствии В или В’ или ВВ’. Учитывая это, следует заметить, что в скрещи- 
ваниях идентичных дигибридов явление эпистаза — гипостаза может 
привести к появлению также и других, не описанных нами соотношений 
фенотипов. 

Рассмотрим еще один пример дигибридного скрещивания, в котором 
в обеих парах генов проявляется доминантность, но отсутствует эпистаз. 
У дрозофилы обнаружено, что красный цвет глаз встречающихся в при- 
роде мух обусловлен одновременным наличием коричневого и красного 
пигментов. Пусть А —аллель, образующий красный пигмент, а А’ — 
его рецессивный аллель, не образующий этот пигмент; В — это неаллель- 
ный предыдущему ген, образующий коричневый пигмент, а его рецессив- 
ный аллель, не образующий пигмента, В’. Скрещивание двух мух-дигиб- 
ридов с красными глазами (полученных в скрещивании гомозиготных 
мух с красными ААВ’В’ и коричневыми А’А’ВВ глазами) дает в потом- 
стве соотношение 9 (красные, содержащие А — В —) : 3 (красные, содер- 
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Е рр’ . 
а О, оретиввыь, орржашие 404ИВ Ш: и 
1 . -‘оследний фенотип, возникший в результате 

ов, определяющих окраску глаз, оказывается 

ой серии скрещиваний. Этот случай свидетель- 


‚› Что полный фенотип — это продукт 
па, а также внешней среды. Разница между соот- 
и фенотинов часто обусловлена характером прояв- 


действия всего геноти 


возможно прямое влияние одного гена на способность функционирования 
другого аллельного или неаллельного гена. Частично природу взаимо- 
деиствия генов можно понять на основании характерного изменения соот- 
ношения фенотипов. Однако для понимания тонких механизмов взаимо- 
действия необходимо знать, как действуют гены и какова природа и судьба 
продуктов, ими образуемых. Ни один из случаев, когда соотношение 
фенотипов отклоняется от ожидаемого соотношения генотипов, не опро- 
вергает факта независимого расщепления. Действительно, независимое 
расщепление генов было впервые доказано, несмотря на вводящее в за- 
блуждение фенотипическое упрощение соотношения генотипов, обуслов- 
ленное явлением доминантности. Более того, принцин независимого рас- 
щепления можно было бы показать даже на основании скрещиваний, 
в которых проявляется эпистаз или появляются совершенно новые фено- 
типы. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


При независимом изучении двух разных признаков было установлено, 
что существование фенотипически альтернативных форм объясняется 
наличием в каждом случае одной пары генов. Затем было исследовано 
распределение фенотипов в последовательных поколениях, причем эти 
признаки одновременно прослеживались у одних и тех же особей. Полу- 
ченные данные показали, что каждый признак обусловлен присутствием 
особой пары генов; отсюда следует, что генетический материал построен 
не из одной неделимой пары генов, а из многих расщепляющихся пар 
генов. Более того, результаты экспериментов лучше всего объясняются 
на основании принципа, согласно которому расщепление одной пары 
аллелей происходит независимо от расщепления всех остальных прове- 
ренных пар аллелей. Простейшая гипотеза относительно физической 
природы независимого расщепления неаллельных генов состоит в том, 
что различные пары генов располагаются в негомологичных парах хро- 
О нааБаное проявление генов зависит от их аллелей, если имеется 
доминирование, и от неаллелей, если имеется эпистаз (как при наложении, 
так и при кооперации и антагонизме). Возможно также появление совер- 
шенно новых фенотипов. При отсутствии доминирования и ра 
соотношение фенотипов прямо отражает соотношение генотипов. ЕВы 
доминирования или эпистаза приводит к уменьшению числа талЕАИЕ ] 
фенотипов. В любом случае на свойства генов как таковых, на маил. 
ние и независимое расщепление, характер взаимодействия генов в фен 
типическом проявлении не оказывает никакого влияния. 
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ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


4.1. Постройте генетические диаграммы для скрещиваний и потом- 
ства, о которых речь идет во втором и третьем абзаце на стр. 49. Проверь- 
те правильность обозначений. 

4.2. Используется ли анализирующее или обратное скрещивание для 
определения генотипов на основании фенотипов в тех случаях, когда 
нет доминантности? Поясните. 

4.3. Какие типы гамет и с какими частотами образуют особи геноти- 
пов а, 6, в и г, если все пары генов расщепляются независимо друг от 
друга? 


а. Аа ВЫСС в. АаВЬСс 
6. ААВВСеОО г. Мт/М№пОоРр 


4.4. Сколько разных диплоидных генотипов может возникнуть в потом- 
стве, когда у обоих родителей происходит независимое расщепление 1, 2, 
3, 4, п пар гетерозиготных генов? 


4.5. Что можно сказать о родителях, если среди их потомства наблю- 
даются следующие соотношения фенотипов: 


а. 3:1; в. 9:3:3:1; 
6 11° о и 


4.6. Законно ли утверждение, что пара хромосом может содержать 
только одну пару генов? Поясните. 


4.7. Допустим, что определенное растение садового гороха пред- 


ставляет собой септагибрид. Какая часть гамет У этого растения будет 
содержать все семь рецессивных неаллельных генов? Все семь доминант- 
ных неаллельных генов? И доминантные и рецессивные гены? 

4.8. Какая часть потомков скрещиваний а, 6, в и г будет полностью 
гомозиготна, если все гены расщепляются независимо друг от друга? 


а. Аа ВЫ х АаВЬ в. АаВВСс Х ААВЬсс 
6. ААВВСС Х ААЬсс г. АА’ Х А”А”" 


4.9. Почему выдвигается предположение, согласно которому вслед 
за независимым расщеплением происходит случайное оплодотворение 
гамет независимо от их генотипа? 


4.10. В чем заключается специфическая природа генетического мате- 
риала? 


4.11. Повлияло ли открытие независимого расщепления генов на наши 
представления о размере генов? Поясните. 

4.12. Какое значение мы вкладываем в данный момент в термин «гене- 
тическая рекомбинация»? 


4.13. Какие факторы могут изменить ожидаемое соотношение фено- 
типов? 

4.14. У львиного зева красная окраска цветков (В) частично домини- 
рует над белой окраской (г), так что у гибридов цветки розовые. Узкие 
листья (М) частично доминируют над широкими листьями (п), так что 
У гибридов листья обладают промежуточной шириной («средние»). Какие 
соотношения генотипов и фенотипов должны получиться в потомстве, 
если допустить, что рассматриваемые пары генов расщепляются незави- 
симо друг от друга: 

а. растение с красными цветками и средними листьями скрещивается 
с растением с розовыми цветками и средними листьями? 
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б. растение с розовыми цветками и средними листьями скрещивается 
< растением с белыми цветками и узкими листьями? 

в. скрещиваются два идентичных дигибрида? 

4.15. Ребенок-альбинос страдает малой талассемией. Каковы наибо- 
лее вероятные генотипы его родителей? 

4.16. Как можно объяснить, что ‘определенный тип облысения, обу- 
словленный одной парой генов, доминантен у мужчин и рецессивен у жен- 
щин? 

4.17. У голубоглазых супругов обычно рождаются только голубо- 
глазые дети. Голубоглазые дети могут родиться также у кареглазых 
супругов. Введите обозначение генов так, чтобы можно было записать 
полные генотипы всех лиц в перечисленных ниже семьях: 

а) у одного из двух мальчиков-близнецов были карие глаза, а у дру- 
гого — голубые; 

6) голубоглазый ребенок с шерстистыми волосами по одному из этих 
признаков похож на отца, а по другому — на мать; 

в) кареглазый ребенок, не страдающий талассемией, похож по этим 
признакам на бабушку, но отличается от матери. 

4.18. В чем разница между доминантностью и эпистазом? 

4.19. Какое максимальное количество разных генотипов можно полу- 
чить в потомстве от скрещивания двух моногибридов? 

4.20. При скрещивании двух зеленых растений кукурузы получается 
потомство, в котором примерно °/1з растений имеет зеленый цвет, а 7 [1в 
не окрашены. Как можно объяснить этот результат? 

4.21. Можно ли утверждать, что взаимодействие генов имеет место 
только в том случае, когда происходит скрещивание двух идентичных 
моногибридов или дигибридов? Поясните. 

4.22. Производится скрещивание кур чистой линии с розовидными 
гребнями с курами чистой линии с гороховидными гребнями (см. рис. 4—10). 

У всех Е, оказываются ореховидные гребни. При скрещивании двух Ё! 
с ореховидными гребнями получается Е, с соотношением 9 (ореховид- 
ные) : 3 (розовидные) : 3 (гороховидные) :1 (простой). Введите генети- 
ческие обозначения, с помощью которых можно объяснить полученные 
результаты. 
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РИС. 4-10. 


Различные ви 


ды гребня (слева направо): розовидный, гороховидный, ореховидный, 
простой 


4.23. Трех петухов с ореховидными гребнями скрестили с курами 
с простыми гребнями. В одном случае все потомство имело ореховидные 
гребни. В другом случае у одного потомка был простой гребень. В третьем 
случае у части потомства были ореховидные гребни, а у части — горохо- 
видные. Каковы генотипы родителей и всех вышеупомянутых потомков? 
4.24. Скрещивание особей с ореховидным гребнем с особями с розо- 
видными гребнями дало в Е, 4 потомков с простыми гребнями, 5 — с горо- 
ховидными, 13 — с розовидными и 12 — с ореховидными. Каковы наибо- 
лее вероятные генотипы родителей? 
4.25. Скрещивание двух особей со 
следующее соотношение фенотипов п 
1 розовидный, 4 простой. Каковы г 
4.26. Безрогость или комолость рогатого скота обусловлена полно- 
стью доминантным геном Р. Особи, обладающие нормальными рогами, 
представляют собой рр. Ген рыжей масти (В) не доминирует над геном 
белой масти (В’), так что У гибридов (ВВ’) получается чалая масть. 
Какие генотипические и фенотипические соотношения должны получиться 
в потомстве скрещиваний, если эти две пары генов расщепляются неза- 
висимо друг от друга: 
а. РРВЕ Х ррВВ’2 
6. РрАЕ’Х ррВ’Е’2 
в. РРВК’ ЖРрАЕ’2 
г. (комолая, чалая, мать которой 
была рогатой) Х (рогатый белый). 


реховидными гребнями дало в Е, 
о форме гребня: 1 ореховидный, 
енотипы родителей? 


4.27. При скрещивании чистой линии собак коричневой масти с соба- 
ками из чистой белой линии все многочисленное Е, потомство оказалось. 
белой масти. Среди потомства большого числа скрещиваний белых Е, 
между собой оказалось 448 белых, 32 черных и 10 коричневых. Как можно- 
генетически объяснить эти результаты? 

4.28. Для ответа на вопрос этой задачи воспользуйтесь ответом на пре- 
дыдущую. Какие соотношения генотипов и фенотипов можно ожидать 
в потомстве следующих скрещиваний: 

а. черной (один из родителей которой был коричневым) с коричневой? 

6. черной (один из родителей которой был коричневым, а другой чер- 


ным) с белой (один родитель был коричневый, а другой из чистой линии 
белых). 


4.29. При скрещивании чистопородных белых леггорнов с чистопород- 


ными белыми шелковистыми курами все потомство оказывается белым. 
В Е», однако, среди большого количества потомков наблюдается соотно- 
шение примерно 13 (белые) ; 3 (цветные). Введите соответствующие обо- 
значения и дайте генетическое объяснение этому результату. 
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4.30а. У желтых маргариток центр цветка обычно ок 
пурный цвет. Был открыт мутант с желтым центром; при 


его с растениями с пурпурным центром цветка в потомст 
цветков центр пурпурный. В Е, 


ные) : 13 (желтые). Дайте генети 

4.306. Позднее был обнаруже 
который при скрещивании с марг 
также давал потомство только с 
щивании этих ЕР, меж 


рашен в пур- 
скрещивании 
ве Е, у всех 
получается соотношение 47 (пурпур- 
ческое объяснение этому результату. 
н другой мутант с желтым центром, 
аритками с пурпурным центром цветка 
пурпурным центром. Однако при скре- 
ду собой получалось соотношение 97 (пурпурные) : 
: 68 (желтые). Дайте генетическое объяснение этому результату. 
4.30в. Как можно объяснить, что скрещивание двух описанных выше 
мутантов с желтым центром цветка дает потомство только с пурпурными 
центрами? 

4.31. Дайте генетическое объяснение, которое приложимо ко всем 
перечисленным ниже случаям наследования у человека: 

а. У глухих супругов все дети обладали нормальным слухом. 

6. У глухих супругов все дети также были глухими. 

в. У нормальных супругов было много детей. Примерно 3/4. из них 
обладали нормальным слухом, а 1/« были глухими. 

г. У нормальных супругов все дети обладали нормальным слухом. 

д. Двое здоровых идентичных близнецов вступили в брак с двумя 
также здоровыми идентичными близнецами. Всего в этих двух семьях 
было 9 здоровых и 9 глухих детей. 

4.32. Чем можно объяснить тот факт, что при скрещивании растений 
хлопка с коричневым и зеленым цветом волокна получается зеленое 
волокно у Е;, а при скрещивании этих Е, между собой получается Е», 
которое содержит в основном коричневые волокна, некоторое количество 
зеленых и очень немного белых. 

4.33. В брак вступили два альбиноса, не состоящие в родстве. У них 
родилось восемь детей — четыре альбиноса и четыре неальбиноса. Как 
можно объяснить такое соотношение? 

4.34. На каких стадиях жизненного цикла нейроспоры и кукурузы 
могут проявляться доминантность и эпистаз? 

4.35. При скрещивании двух растений было обнаружено, что 83/5 все- 
го потомства подобно либо одному, либо другому родителю, а 1/:. часть 
потомства отличается от обоих родителей. Все растения второго типа 
похожи друг на друга. Каково генетическое объяснение этого результата? 

4.36. Можно ли ожидать наличия эпистаза у человека в браках, где 
одновременно имеются признаки: шерстистых волос и облысения? карих 
глаз и альбинизма? облысения и карих глаз? ь 

4.37. Допустим, что у человека различия в цвете кожи обусловлены 
в основном двумя парами независимо расщепляющихся генов: ВВСС — 
черная кожа и ввсс — белая кожа. Любые три аллеля черной кожи дают 
темную кожу, любые два — смуглую и один — светлую. Каковы гено- 

х родителей: 
"ао ба НЫЬ Е одного черного и одного белого ребенка? 

б. оба черные и имеют ребенка-альбиноса? 

в. оба смуглые, все дети тоже смуглые? а 

г. один смуглый, а другой светлый; из большого числа детей 3/з смуг- 
лых, 3/; светлых, */з темных, /з белых? 
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Глава 5 






МНОЖЕСТВЕННЫЕ АЛЛЕЛИ; 
МУЛЬТИГЕННЫЕ ПРИЗНАКИ 







Все рассмотренные в предыдущих главах результаты расщепления по фено- 
типу удается объяснить, признавая разделение генетического материала 
на пары генов. Поскольку не было приведено еще доказательств того, 
что ген может встречаться более чем в двух различных состояниях, то ач 
можно утверждать, что единственной альтернативной формой данного 
гена (например, гладких семян) является отсутствие этого гена (что дает, 
соответственно, морщинистые семена). Такой взгляд на альтернативные 
состояния гена можно назвать гипотезой присутствия — отсутствия. 
Для того чтобы доказать, что не все мутации приводят к потере целого 
гена и что гены могут мутировать в альтернативные формы, очевидно, 
необходимо найти ген, У которого бы имелось больше двух альтернатив. 
Если, как мы ранее предположили, гены образуются только в результате 
репликации генов, то существование множественных аллелей представ- 
ляется весьма вероятным, поскольку каждый организм содержит большое 
число неаллельных генов, многие из которых в процессе эволюции должны 
были образоваться из общего прародительского гена. 
































МНОЖЕСТВЕННЫЕ АЛЛЕЛИ 


часто приводит к слипанию (а 
Легко разработать методику, 
наблюдать в пробирке или 


на стеклянной пластинке. 
Итак, кроликам инъецирую 


т эритроциты разных людей и у них обра- 
зуются антитела против соответствующих антигенов. Кровь таких кро- 
ликов, освобожденная от клеток центрифугированием, может служить 
антисывороткой: она содержит антитела, вызывающие слипание любых 
добавленных к ней эритроцитов, если они содержат исходные типы анти- 
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ток, дает с ними одн 
цитов происходит либо только в 0. 


генов их эритроцитов можно отнести к одной из трех групп: М, № или ММ. 


з 


рого группы к 


Е 
Следовательно, эти группы крови обусловлены действием одной пары 
генов. Если мы обозначим через М ген для антигена группы крови М, 
а через М’-соответствующий аллельный ген, образующий антиген груп- 
пы М, то пользуясь генетическими обозначениями, скрещивание 6 следует 
записать в виде ММ’ХММ,, а потомство 1ММ : 2ММ'’ : 1М'М.. Обра- 
тим внимание на то, что ни один из этих аллелей не доминирует над дру- 
гим: люди с генотипом ММ” имеюти М и №-антигены. Результаты по всем 
остальным семьям также согласуются с вышеприведенным генетическим 
объяснением наличия групп крови системы ММ. 


Таблица 5—1 
МУ ГРУППЫ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА В РАЗНЫХ 








СЕМЬЯХ 
Родители Дети 

м мм № 
1. М ХМ все — — 
МОМ — = все 
3 М ХМ — все = 
4. МУХ М = 1/2 1/2 
5. ММХМ 1/2 1/2 — 
6. ММХ ММ 1/4 4/2 1/4 





Для изучения других групи крови нужно приготовить другие анти- 
сыворотки. Одна из таких сывороток определяет наличие или отсутствие 
так называемого резус, или Вй-фактора. Кроликам инъецируют красные 
кровяные тельца обезьян резус. Вторая инъекция резус-крови, произве- 
денная через некоторый промежуток времени, приводит к ее агглютина- 
ции. Это объясняется наличием в эритроцитах обезьян резус антигена, 
против которого у кролика уже образовались антитела, раньше чем 
была сделана вторая инъекция. Этот ит называется АЙ, а инду- 

нтитела называются анти-ВА. 

би. у которого в сыворотке имеются анти-В® антитела, 
ввести человеческую кровь, то оказывается, что кровь 85% людей 9 
тинирует. Эти люди имеют так называемую резус положительную (А#й- 
положительную) группу крови, тогда как у 15% кровь не ИЯ 
и относится к резус отрицательной (Вй-отрицательной) ке оотв о 
ственно у 85% людей имеется тот же Вй-антитен, что и у обезьян реву 5 
тогда как у 15% его нет. Сочетание семейного и родословного ана. ы 
показывает, что присутствие ВА антигена у людей Ви ти: 

нантным геном, который обозначается как В, а отсутствие — рец ным 
аллелем. Как было впервые показано К. О Ро получить 
еще две другие антисыворотки, названные Е анти- и 
что у людей с помощью этих антисывороток о наружив Е Е” 
типа крови: кровь первого типа агглютинирует в и ий В) 

(группа крови А), второго — агглютинирует в анти- (группа кр Я 
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5 И. Гершкович 











третьего — агглютинирует в обеих сыворотках (группа ред и, наконец, 
четвертого не агглютинирует ни в одной из них (группа 0). 

Семейный анализ групп крови системы АВО дает ау аЕЫ при- 
веденные в табл. 5—2. Заметим, что в браках А ХО, а также В ХО полу- 
чается два разных типа потомства. В каждом случае один тип потомства 
(браки 9 и 11) можно объяснить, предположив, что родитель, не принад- 
лежавший к группе О, гетерозиготен и ген О у него рецессивен. Пусть # 
будет ген, ответственный за О группу крови, а ГА аллельным геном А 
группы, причем последний доминантен. Тогда браки типа 9 записывают- 
ся в виде 1/4 Х Й, браки 10 — в виде 14/4 Х Й, а браки типа 13 — 
й Х й. Для объяснения состава потомства в браках 14 и 42 нам необ- 
ходимо предположить, что существует ген /В для группы крови В, кото- 
рый также доминирует над Ё и с которым он расщепляется. Тогда брак 11 
представляет собой 18 Х й, а брак 12 — 181Вх ий. Обратите внимание: 
мы делаем здесь дополнительное допущение. В первом случае альтер- 
нативной аллельной формой гена # служит /^, в то время как во втором — 
ТВ. Это значит, что ГА и [В также являются аллелями. Результаты, полу- 
ченные при изучении браков типа 7 и 8, подтверждают это предположе- 
ние. В гетерозиготе /А/В нет доминирования: кровь людей с таким гено- 
типом относится к группе АВ. Таким образом, все результаты, приве- 
денные в таблице, удалось объяснить генетически. Отметим, что ГА и [В 
обладают качественно отличным антигенным действием. Таким образом, 
мы показали, что ген может находиться в любом из двух или из большего 
числа альтернативных состояний, т. е. у гена могут быть множественные, 
различные аллели. Разумеется, каждая особь в норме имеет не больше 
двух из всех возможных множественных аллелей. 








Таблица 5—2 
АВО ГРУППЫ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА В РАЗНЫХ СЕМЬЯХ 
Родители Дети 
А АВ В о 
7 аВХАВ 1/4 4/2 1/4 =— 
8 аАВХО 1/2 — 1/2 — 
9* Ахо 1/2 — — 4/2 
10* АХО все = = — 
иж ВхО — — 1/2 1/2 
12* ВХхХОо — — все = 
13 0хо Е 


* В некоторых семьях. 


алые нием а чай 


2. Изоаллели групп крови. Было показано, что людей ск 
пы А можно подразделить на три разные подгруппы, 
ляются слегка отличающимися аллельными формами ге 
143 Три слегка отличающихся альтернативных сос 
и для гена /В, что обусловливает наличие трех подгруп 
ви В. Таким образом, аллели, которые вначале кажу 
могут оказаться различными при дальнейшем изучен 
называют изоаллелями. Удается обнаружить и другие 
лизма, поскольку разные аллели не совсем одинаково реагируют на при- 
сутствие неаллельных генов, на такие изменения во внешних условиях, 
как изменение температуры, влажности, а также на воздействие агентов 
модифицирующих темп мутаций. Очевидно, число обнаруженных изо. 
аллелей зависит от того, сколько фенотипических критериев применяется 
для сравнения аллелей и насколько малы те фенотипические отличия, 
которые еще удается различить. 
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ровью груп- 
которые опреде- 
на ТА — Таз, ТАз, 
тояния известны 
п и в группе кро- 
тся идентичными, 
ии. Такие аллели 
примеры изоалле- 








В случае групп крови системы АВО иногда бывает достаточно под- 
разделять людей на основании аллелей, дающих антиген А-типа, В-типа 
или не дающих никакого антигена. Следовательно при этом достаточно 
рассматривать только три аллеля. Однако для детального изучения гене- 
тических закономерностей часто приходится иметь дело со всеми аллелями. 

3. Изоаллели у дрозофилы. В разных популяциях дрозофилы дикого 
типа, которые мы обозначим 1, 2 и 3, на крыльях имеется полный и оди- 
наковый набор жилок. У гибридов, полученных в результате всех возмож- 
ных скрещиваний между этими популяциями, характер жилкования 
не меняется. Это говорит о том, что все три популяции генотипически 
идентичны по рассматриваемому признаку. С другой стороны, имеется 
мутантная линия с неполным жилкованием: у гомозиготных мух куби- 
тальная жилка имеет перерыв (с = сиб из ищфеггерйиз) (рис. 5—1). У гибри- 
дов, полученных при скрещивании мух с# сё с мухами дикого типа из попу- 
ляций 1 и 2, крылья имеют полное жилкование, т. е. ген нормального 
жилкования с?’ в этих популяциях полностью доминирует над с/. Однако 
у гибридов сй'3 сё, полученных при скрещивании мух сё сё с дикими муха- 
ми из популяции 3, имеется разрыв кубитальной жилки. Более того, можно 
показать, что отсутствие доминирования сй3 над сё обусловлено взаимо- 
действием именно этой пары генов, а не модифицирующим действием 
другой пары. Отсюда очевидно, что сё’ аллель в популяции 3 отличается 
от соответствующего аллеля в популяциях 1 и 2. Таким образом, здесь 
мы встречаемся с двумя изоаллелями из серии множественных аллелей. 
(Обратите внимание на тот факт, что здесь мы пользовались системой 

генетических обозначений, несколько отличающейся от используемой 
ранее). 

4. Цвет глаз дрозофилы. Другая серия множественных аллелей у дро- 
зофилы определяет цвет глаз. В этом случае разные аллели можно рас- 
положить в ряд по степени влияния на цвет глаз, который меняется 
от красного до белого: красный (и”), кровавый (и), коралловый (и°), 
абрикосовый (и“), рыжий или цвета буйволовой кожи (и) и белый и. 
Аллель ш* доминирует над всеми остальными перечисленными аллелями 
и именно он чаще всего встречается у мух дикого типа. Можно считать, 
что разные аллели дают один и тот же фенотипический эффект, непрерыв- 
но ослабевающий по мере продвижения от и/* к ш, причем аллель 12 совер- 
шенно не дает эффекта. 

Мы описали изоаллели генов, которые обычно проявляют себя в диких 
особях, обитающих в природе (изоаллели дикого типа). Известны также 
изоаллели мутантных генов (мутантные 
изоаллели). Например, было доказано, 
что тен ш белых глаз дрозофилы на 
самом деле в разных линиях образует АХ 
серию множественных изоаллелей (ил, / | 
12, из ит. д.). ых | | 

5. Самостерильность табака (М№со- 
{апа). Растения, размножающиеся по- 
ловым путем, довольно часто неспособ- 
ны к самоопылению, хотя у них на од- 


] 
ной и той же особи в одно и то же 
время образуются и мужские, и жен- 
ские гаметы. Причина этого явления 
а 


была изучена на растениях табака. 

Было обнаружено, что пыльцевое зерно, 

попадая на рыльце пестика своего же рис 5.1. 
растения, не может прорасти через стол- Нормальное крыло (а) и крыло с`раз- 
бик, и в результате этого самооплодо- рывом кубитальной жилки (6) у Бто- 
творение оказывается невозможным. зорпйа тей апоразег 





5 67 





















Ключ к пониманию этого явления дает следующее наблюдение: 
что пыльца полностью самостерильного растения может про 
других растениях, причем на разных растениях прорастает 
процент пыльцевых зерен. 

Результаты некоторых скрещиваний приведены на рис. 5—2. На тень. 
тически идентичные пестики была нанесена пыльца того же растения (А), 
второго растения (Б) и третьего (В). В случае А не проросло ни одно 
пыльцевое зерно, в случае Б проросла примерно половина и в случае В — 
почти все зерна. Заметим, что в случае Б, хотя вся пыльца была получена 
от одного диплоидного растения, половина ве пыльцевых зерен смогла, 
а половина не смогла прорасти на данном хозяине. 

Вспомним, что рыльце и столбик построены из диплоидной ткани, а 
пыльца гаплоидна. Отсюда следует, что способность пыльцы к прораста- 


нию зависит не от диплоидного генотипа родителя, а от гаплоидного 
генотипа самой пыльцы. 


Допустим, что самостерильность и пе 
деляется одной парой генов. Назовем 52 


оказалось, 
растать ва 
Различный 


й, содержащихся 
половина пыльцевых 
), но поскольку они 
ить, что любое пыль- 








‚ можно назвать $/. Следовательно, 
зерен растения хозяина б: 


не способны к прорастанию, мы 






должны предполож 














А 5 В 





Лестик < Столбик 
—) ы 
Завязь 2% 1 
5152 $152 $152 
РИС. 5-2. 


Множественные аллели, определяющие пере- 
крестную стерильность и самостерильность 
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ии этого растения одн: 


через материнский стол 
стве одного из двух аллелей был $1 › что по наше 


ы отором идет речь, второ 
ни 51, ни $3, назовем его 52. Таким образом, 


т 52 и поэтому такж 
простое предположе 


Поскольку в 


о пыльцевое зерно $1 
бик, в котором в каче- 
й гипотезе невозможно. 
й аллель не может быть 
вторая половина пыльцевых 
е не может прорасти. В отно- 
ние заключается в том, что 
на несут либо $/, либо $2, 
й, — нельзя установить без допол- 
случае В прорастают все 
зерна, то один из аллелей пыльцы 
должен быть новым, назовем его 
54, другим может быть либо $3, 
либо еще какой-нибудь новый ал- 
лель 55. Для решения вопроса о 
том, какой это аллель, также 
нужны дополнительные опыты. 
рассмотренном примере фено- 
типическими альтернативами были 
способность или неспособность 
пыльцы к прорастанию. При на- 
несении пыльцы любого растения 
на любой пестик, если только 
одновременно имеют место обе 
альтернативы, соотношение фено- 
типов всегда составляет 1 : 1. Все 
эти результаты, а также ряд дРу- 
гих находятся в соответствии с вы: 
сказанным выше предположением, 




































согласно которому самосте 
ределяются одной парой 
аллелей. Некоторые виды имеют 


аллелей, образующих серию, ответс: 
пову 


рильность и перекрестная стерильность оп- 

генов, образующих серию множественных 
пятьдесят и больше множественных 
твенную за самостерильность, груп- 
ю стерильность или групповую несовместимость. 


МУЛЬТИГЕННЫЕ ПРИЗНАКИ 


До сих пор для изучения генов мы пользовались такими признаками, 
которые встречаются в виде ясно очерченных, качественно отличающихся 
альтернатив, например, окраска цветка У садового гороха, альбинизм, 
противостоящий нормальной пигментации, или группы крови у человека. 
Это дискретные, или качественные, признаки, поскольку каждая особь 
четко относится к какому-либо одному фенотипу. Для его появления 
в конечном счете может быть необходимо действие многих, если не всех 
генов, однако конкретные фенотипические альтернативы, рассмотренные 
ранее, зависят в основном только от одной или нескольких пар генов. 
Более того, в этих случаях внешние, негенетические условия, если и ока- 
зывают, то только слабое влияние на наблюдаемые фенотипические раз- 
личия. 

Из практических и теоретических соображений важно также знать 
генетическую природу непрерывных признаков, таких как высота растений 
кукурузы или умственные способности человека, т. е. признаков, для 
которых имеется столь много градаций, что разделить все особи на четко 
различающиеся классы не представляется возможным. Такие признаки 
часто называют количественными, поскольку по ним наблюдается непре- 
рывный ряд фенотипов, и для того, чтобы охарактеризовать данную особь, 
эти признаки нужно определенным образом измерить. Находятся ли 
количественные признаки под контролем генов? Сделаем простейшее 
допущение, а именно, что количественные признаки. отличаются от каче- 
ственных только тем, что первые обусловлены суммарным действием 
большого числа пар генов. В случае мультигенных (полигенных) признаков 
в результате действия многих генных пар может иметь место большое 
число фенотипических классов, и эффект каждой отдельной пары генов 
выяснить трудно. 

Поскольку каждая пара генов оказывает незначительное влияние 
на проявление данного количественного признака, то следует ожидать, 
что влияние условий среды может оказаться относительно больше действия 
любого из этих генов или пар генов, взятых поодиночке. В качестве при- 
меров действия среды на мультигенные признаки можно указать на зави- 
симость размера колоса от удобрений и на влияние характера питания 
на рост людей. ь 

Некоторые признаки могут с одной стороны определяться качественно, 
а с другой — количественно. Так, у садового гороха одна пара генов 
«решает», будет ли данное растение нормальным или карликовым, тогда 
как точный размер нормального растения зависит от взаимодействия 
большого числа генов, в котором немалую роль играют условия среды. 
Аналогично одна пара генов может определять, каким из двух альтерна- 
тивных признаков будет обладать данный человек: сильной умственной 
отсталостью или нормальными умственными способностями. Однако 
у нормальных людей имеется много градаций умственных способностей, 
постепенно переходящих друг в друга и подверженных влиянию как 
среды, так и множества генов. 

Если количественные признаки определяются многими генами, то 
можно определить другие их свойства, согласующиеся с эксперименталь- 
ными наблюдениями, рассмотрев сначала такой признак как качественный 
(т. е. определяемый одной, двумя, или тремя парами генов), а затем как 
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генов). Пусть таких 
количественный (определяемый Ее В у будут черный 
признаком будет окраска, а альтернати я В 
и белый. Предположим, что в нашем случа а 
Е и того, сколько (4, 2, 3 ил тво) 
за (см. стр. 58). Тогда независимо от ре овым промежу- 
; - будут обладать одинак р ку: 
УоноВопродьявг одрасЕТ, ВобеРх бу й цвет. Рассмотрим теперь 
точным фенотипом, т. е. будут окрашены в серый цв Е (либо путем пере. 
для разных случаев результаты скрещиваний между Ё1 5 
крестного оплодотворения, либо путем самооплодотвор нии признака. 
С увеличением числа пар генов, участвующих в определе : ы сы т 
число разных типов потомков Е» возрастает. Когда число классов стано- 
вится достаточно большим, можно ожидать, что под влиянием о 
условий некоторые особи «выпадут» из своего класса и рвутоя либо 
между классами, либо в соседнем фенотипическом классе. Таким о ь, 
с увеличением числа пар генов фенотипические классы становятся более 
многочисленными и перестают быть ди- 
скретными, что приводит к непрерыв- 
ной градации фенотипов. 
о. В. Заметим еще, что по мере увеличе- 
в ния числа пар генов, определяющих 
данный признак, доля Е5, похожих на 
| любого из родителей Р., уменьшается. 
Так, при одной паре генов '/› Е. будет 
либо белого, либо черного цвета, при 
двух парах генов — */‹, при трех па- 
рах — '/з› и так далее. В результате 
этого по мере увеличения числа генов 
от десяти до двадцати и более непрерыв- 
ное распределение фенотипических клас- 
сов в Е» образует постепенно сужаю- 
щуюся кривую распределения. Иными 
словами, вероятность обнаружения в Е» 
при участии 1 пары гвнов фенотипа, в определенной степени отли- 
чающегося от среднего, уменьшается 
при увеличении числа генов, опреде- 
ляющих данный признак. Если можно 
сравнительно легко установить одна, 
две или три пары генов определяют 
. данный признак, то гораздо труднее 
ХИ | При участии 2 пар генов это к в тех. а ы и г = 
} ло превышает три. В случае большого 
Я 


5 
> 


3 


числа генов приблизительное представ- 
ление о их числе дает измерение степени 
изменчивости фенотипа в популяции от- 
носительно среднего фенотипа. Вариа- 
бельность признака можно определить 
методами статистики следующим обра- 
зом. Находится среднее значение т (сред- 
нее арифметическое). Затем определяют 
хвадратичное отклонение х (меру от- 
клонения от среднего), определяя раз- 
- ницу между результатами каждого из- 
При участии многих пар геноб мерения и средним значением. Эту раз- 

ницу для каждого измерения возводят 


в квадрат и суммируют все полученные 
Зависимость чис. 
Е анны образом величины, после чего 


классов от числа пар генов. По го- 
ризонтали отложены классы, по вер- СУмму делят на число, на единицу 


тикали — относительные частоты меньшее числа измерений. 
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При участии 9 пар генов 


РИС. 5-3. 





в _ 





= ОС ое изученных особей и прочих равных условиях, 

‚адратичное отклонение, тем меньше число генов, 
определяющих данный признак, что и следовало ожидать на основании 
рис. 5—3. С подробностями статистических методов определения квадратич- 
ного отклонения можно познакомиться в любом элементарном учебнике 
по математической статистике. 

Рассмотрим теперь влияние доминантности на выражение количествен- 
ных признаков. Когда качественный признак определяется одной, двумя 
или тремя парами генов без доминирования, то имеется соответственно 
три, пять или семь возможных фенотипических классов (см. рис. 5—3). 
Однако при наличии доминантности число этих классов уменьшается 
(ср. глава 4, стр. 57). 

Поскольку число генных пар, определяющих данный признак, про- 
порционально числу фенотипических классов, то установление этого 
числа для количественного признака при наличии доминирования даст 
заниженные цифры. Это обстоятельство очень существенно, так как 
У многих генов проявляется полная или частичная доминантность. 

Пусть в гипотетическом случае две пары генов при условии доминиро- 
вания будут давать такой же фенотипический эффект, что и одна пара 
без доминирования. 

Допустим, что ген А (как в паре АА, так и в паре Аа) вносит вклад 
в фенотипический эффект, измеряемый двумя условными единицами, тогда 
как его рецессивный аллель а (в сочетании аа) — лишь одной единицей. 
Допустим далее, что В (в виде ВВ или ВБ) уменьшает эффект на одну 
единицу, а его рецессивный аллель 6 (в виде 665) вообще не оказывает 
никакого влияния. Тогда при скрещивании особи, имеющей две единицы 
(ААЬЬ), с особью с нулем единиц эффекта (ааВВ) в Е, получится однород- 
ное промежуточное потомство, обладающее одной единицей (АаВЬ) эффек- 
та. Состав Еэ, полученного при скрещивании ЁЕ;, можно определить, поль- 
зуясь методом расходящихся диаграмм (рис. 5—4). Соотношение фенотипов 
в Е 3: 10:3 практически очень трудно отличить от соотношения фено- 
типов 4:2: 1, получаемого при скрещивании двух моногибридов в отсут- 
ствие доминирования (Т. Н. Е@\агаз, 1960). 

Доминирование оказывает и другой эффект на характер наследования 
количественных признаков, который можно проиллюстрировать с помощью 
двух скрещиваний с участием только что рассмотренных пар генов. В пер- 
вом между собой скрещиваются особи, имеющие ноль единиц эффекта: 
ааВЬ Хх ааВЬ. В потомстве получается 3/« ааВЬ (0 единиц) и '/« аа6б 
(1 единица). В этом случае родители, обладающие крайним фенотипом 
(0 единиц), дали потомство, которое в среднем имеет менее крайний фено- 
тип (0,25 единицы). Во втором скрещивании Аа6б Хх 'АабЬ фенотип роди- 
телей представлял собой другую крайность (2 единицы эффекта). В потом- 
стве получается 3/. А66 (2 едини- 
цы) и!/. @466 (1 единица), т. е. в 
среднем фенотип потомства менее рмеь С Оч 
крайний (1,75 единицы по сравне-, 
нию с 2). Этот результат является % А 
типичным случаем влияния доми- 
нирования, именуемого регрессией. 

Вследствие регрессии особи, фено- С Баабите тт РИА 
тип которых отличается от сред- < 
№ аа 


\ ЬЬ у» А- ББ (2 единицы) 


него в любую сторону, дают по- 

томство с фенотипом, менее отли- 

чающимся от среднего значения. 
Рис. 5—5 иллюстрирует прин- рис. 5-4. 

цип регрессии для полигенных при- результаты скрещивания дигибридов, 

знаков. Если бы не было домини- описанных в тексте 


ЖЬЬ = № во ЬЬ (7 ебиница) 
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Родители р 
о потомство родителей, на- 


рования, т 
ходящихся в точках А, Б и В, попало 


А Б В бы в среднем в соответствующие точ- 

ки А’, Б'’и В’ кривой, описывающей 
потомство. (Воздействие внешних ус- 
ловий привело бы к определенным 
фенотипическим флуктуациям вокруг 
этих средних точек на кривой, харак- 
теризующей потомство). В случае же 
доминирования потомки А будут на- 
ходиться в среднем правее А’, что по- 
казано стрелками, тогда как потомки 
В’ окажутся в среднем левее В. Прс- 
исходящая при этом из поколения в 
поколение потеря особей с крайними 
фенотипами не сделает всю попу- 
ляцию более фенотипически гомо- 
генной, так как существует уравно- 


Поколение вешивающая тенденция к отклонению 


обителей Группа, отобранная в ы 
ь качестве родителей ©Т среднего за счет той части попу- 
и ляции (Б), которая дает потомство, 


отличающееся от родителей в обе 
стороны от среднего значения. В ре- 
зультате, как и при отсутствии доми- 
Среднее  срейнее по нирования, кривая распределения 
Ре потомков будет такой же, как и в 
Поколение родительской популяции. 

потомков Для того чтобы получить линию 
особей, фенотин которых сильно 
отличается от среднего его выраже- 
ния в популяции, надо взять в каче- 
' тве родителей организмы с крайними 
Среднее начениями данного количественного 
признака (рис. 5—6). Если бы не было 
доминирования, то первое поколение 
потомков имело бы в среднем тот же 
фенотип, что и в отобранной группе 
Е ря родителей. Поскольку обычно в ка- 
р доминирование проявляется, будет иметь место регрессия, 
и фенотип особей первого поколения будет в среднем несколько менее 
а чем фенотип родителей, но несколько более крайним, чем ис- 
км ре фенотип. Если продолжать отбирать соответствующие 
ие нескольких поколений, то потомство в среднем будет все 

больше и больше приближаться к желаемому крайнему фенотипу. 





РИС. 5-5. 
Принцип регрессии 


РИС. 5-6. 
Отбор по количественному признаку 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Ген может существовать в любом из двух или из большего числа различ- 

ных состояний. Такие генетические альтернативы образуют серии множе- 

= аллелей (иногда изоаллелей). 

а ыы тена могут приводить к появлению совер- 

в гибриде ни один из а р ра и. 

м не доминирует); другие аллели могут ‘проявлять 
влияния на фенотипически количественный признак 


(в этом случае в гибриде возм 
ожно к т ы 
нирования). ак наличие, так и отсутствие доми 
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Гены определяют как непрерывные, так и дискретные признаки. 
Непрерывные признаки обычно определяются ббльшим числом пар генов, 
каждая из которых проявляет малый фенотипический эффект, который 
часто ослабляется или усиливается под влиянием внешних условий. 

Вариабельность количественного признака такова, что чем больше 
число гетерозиготных полигенов его определяет, тем уже кривая распре- 
деления и меньше шансов обнаружить в потомстве крайние фенотипы. 
В случае гетерозиготных полигенов доминирование приводит к уменьше- 
нию числа фенотипических классов и пропорционально увеличивает число 
потомков с крайними фенотипами, что обычно приводит к недооценке 
числа генов, определяющих данный количественный признак. Кроме того, 
доминирование приводит к регрессии; поэтому, чтобы получить линию 


с желаемым фенотипом, необходимо проводить селекцию в течение многих 
поколений. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


5.1. Обсудите наличие доминирования в случае групп крови человека. 

5.2. Почему необходимо предполагать, что ген может существовать 
в более чем двух аллельных формах? 

5.3. Кровь ребенка относится к группе АВ. Что можно сказать о гено- 
типе родителей? Какую группу крови можно ожидать у будущих внуков? 

5.4. Кровь одного из родителей относится к группе А, а другого — 
к группе В. Каковы генотипы этих родителей, если у них имеется много 
детей со следующими группами крови: 

а. У всех АВ? 

б. Половина АВ, половина В? 

в. Половина АВ, половина А? 

г. 1 АВ, 1/4 А, Ч. ВУ 0? 

5.5. Приведите примеры полной доминантности и ее отсутствия у людей. 

5.6. Способствует ли существование полной доминантности выяснению 
генетической основы альтернативных состояний данного признака? 

5.7. У отца с группой крови М и 0 имеется ребенок с ММ и В-группами 
крови. Какой генотип может быть у матери? 

5.8. Приведите доводы против утверждения: «Альтернативное состояние 
генов можно объяснить на основании гипотезы присутствия — отсутствия». 

5.9. Женщина с группой крови В имеет ребенка с группой крови 0. 
Каковы их генотипы и каким не может быть генотип отца, если не учиты- 
вать возможности возникновения мутации? 

5.40. Как Вы относитесь к точке зрения, согласно которой все суще- 
ствующие различные гены можно считать разными состояниями одной 
основной единицы, способной сохранять свою целостность и саморепли- 
цироваться? 

5.14. Сколько может быть различных генотипов, если имеется четыре 
разных аллеля одного гена? 

5.42. Не подразумевается ли в тексте этой главы, что, во-первых, 
имеется бесконечное разнообразие изоаллелей и, во-вторых, что не суще- 
ствует даже двух идентичных генов? Поясните. 

5.43. Как можно проверить, являются ли гены белой окраски глаз 
в двух разных популяциях дрозофилы аллелями, изоаллелями или неал- 
лелями? 

5.14. У кроликов перечисленные ниже аллели дают постепенный 
переход от полной пигментации до белой окраски меха: агути (С), шиншил- 
ла (с*) и альбиное (с). Еще один аллель с^ дает гималайскую окраску. 
С полностью доминирует над всеми остальными аллелями, с^ полностью 
доминирует над с, тогда как С°" не доминирует ни над с", ни над с. 
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а. Сколько может быть разных диплоидных генотипов при участии пере- 
численных аллелей? 


б. Светлый шиншилла, скрещенный с агути, дает потомство альбино- 
вов. Каковы генотипы родителей и потомства? 

в. При скрещивании агути со светлыми шиншилла в. Е, получился один 
кролик-агути и два кролика с гималайской окраской. Какие генотипы 
могут быть у родителей и детей? 

г. При скрещивании кролика агути с кроликом шиншилла получилось 
потомство агути. Какие генотипы и фенотипы можно ожидать в потомстве, 
полученном от скрещивания Е,-агути с кроликами-альбиносами? 

5.15. Какой процент абортивных пыльцевых трубок и какие генотипы 
потомства будут наблюдаться в следующих скрещиваниях табака? 


© [о [о ® 
а, $152 Х $153 в. 5154 Х $154 
6. $153 Ж 5254 г. 5354 Х $253 


5.16. Можно ли доказать существование множественного аллелизма 
У организма, который размножается только бесполым путем? 


5.17. Существует ли эпистаз среди генов, определяющих количествен- 
ные признаки. Поясните. 


5.18. Можно ли утверждать, что в случае количественных признаков 
внешние условия играют ббльшую роль в определении фенотина, чем в слу- 
чае качественных признаков? Поясните. 

5.19. При каких условиях три пары генов, определяющих количест- 
венный признак, могут дать только семь разных фенотипов? 

5.20. Правильно ли, что в результате изучения полигенных признаков 
не было обнаружено новых генетических принципов? 

5.24. Пусть каждый ген, обозначенный заглавной буквой, увеличивает 
высоту растения на один сантиметр. Растение ааббсса4ее имеет высоту 
12 см. Предположим, что в скрещивании Аа ВВ сс РаЕЕ Х аа ССРаЕе 
происходит независимое расщепление всех пар генов. 

а. Какова высота родителей? 

6. Какова высота самого длинного растения в Е? 

в. Какова высота самого короткого растения в Е? 

г. Какова доля самых низких растений в Е,? 

д. Имеется ли в системе доминирование или эпистаз? Поясните. 

5.22. В каком случае легче отобрать чистую линию с желаемым фено- 
типом по количественному признаку: когда есть доминирование или когда 
его нет? 

5.23. Измерьте 40 зерен фасоли ст 
те квадратичное отклонение в эт. 
отклонения? 


5.24. Есть ли какие-либо преимущества для организма в том, что дан- 
ный признак определяется количественно, т. е. многими парами генов, 
а не качественно, т. е. в основном одной или немногим числом пар 
генов? 

5.25. Как можно доказать, что мы имеем дело с множественными алле- 
лями, а не множественными парами генов? р. 

5.26. При скрещивании определенной породы рогатого скота пятнистой 
окраски с другой породой, имеющей равномерную окраску, получается 
потомство Е, с равномерной окраской. В пятнистой породе имеет место 
большая изменчивость от особей, равномерно окрашенных, за исключе- 
нием маленьких белых пятен, до белых с небольшими окрашенными пят- 
нами. Отбор в этой породе позволяет увеличить или уменьшить окрашен- 


ную площадь. Какова генетическая основа окраски в этих двух породах 
рогатого скота? 


очностью до миллиметра. Вычисли- 
ой выборке. С чем связана величина этого 
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5.27. У кукурузы одного сорта в початке имеется 16 рядов зерен, а у 
другого сорта 8 рядов. У Е,, полученного при скрещивании этих сортов, 
наблюдается промежуточный фенотип, в среднем 12 рядов. Е, фенотипи- 
чески очень неоднородно, количество рядов варьирует от 8 до 18, причем 
примерно в одном из каждых 32 початков имеется столько же рядов зерен, 
что и у одного из Р,. Сколько генов определяют данный признак? 

5.28. Две линии кур отличаются по весу. Хотя Ё,, полученное при 
скрещивании этих линий, фенотипически весьма однородно и обладает 
промежуточным весом, примерно один из каждых 150 Е, оказывается замет- 


но тяжелее или, наоборот, легче любого из Р,. Какое генетическое объясне- 
ние можно дать этим фактам? 
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Глава 6 


ФЕНОТИПИЧЕСКИЙ ЭФФЕКТ ДЕЙСТВИЯ ГЕНОВ 


Мы уже обсуждали изменения соотношений фенотипов в результате взаи- 
модействия аллельных и не аллельных генов (стр. 55—59). В данной гла- 
ве рассматривается еще ряд других фенотипических проявлений действия 
гена. Начнем с обсуждения роли генов в жизнеспособности организмов, 
которая также модифицирует соотношение фенотипов. 


ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ 


У львиного зева (Апйгттит) встречается два типа растений, одни зеле- 
ного, другие бледно-зеленого цвета. При скрещивании зеленых растений 
между собой получается потомство только зеленого цвета. При скрещива- 
нии бледно-зеленых растений получаются проростки, из которых 25% 
зеленого цвета (АА), 50% бледно-зеленого цвета (Аа) и 25% белого (аа). 
Последние после истощения запасов питательных веществ в семени поги- 
бают, так как у них отсутствует хлорофилл. Таким образом, среди взрос- 
лых растений наблюдается соотношение фенотинов 4 (зеленые): 2 (бледно- 
зеленые). Поскольку доминирование в этом случае отсутствует, среди 
проростков наблюдается соотношение фенотипов 1:2:4, характерное 
для моногибридного скрещивания. Это соотношение за счет гибели аль- 
биносов превращается у взрослых растений в 2: 1. 
Скрещивание двух желтых мышей дает в потомстве Е, соотношение 
2 (желтые) : 4 (нежелтая). Было показано, что в таких скрещиваниях 
1/« оплодотворенных яйцеклеток не завершает своего развития, и на ран- 
них стадиях эмбриогенеза происходит спонтанный аборт. Поскольку 
в результате скрещивания между собой нежелтых мышей получается толь- 
ко нежелтое потомство, очевидно, что этот фенотип определяется гомози- 
готной парой генов. Желтые мыши должны быть гетерозиготны, а особи, 
погибшие на ранних стадиях эмбрионального развития, гомозиготны, 
но отличны от желтых гомозигот. Обычно применяемые обозначения генов 
в этом случае явно неудовлетворительны, так как здесь мы должны опи- 
сать два эффекта одного и того же гена: окраску и жизнеспособность. Более 
того, аллель, который доминирует в отношении одного эффекта, проявля- 
ет рецессивность в отношении другого, и наоборот. Эта трудность разре- 
шается употреблением букв с индексами для обозначения каждого гена 
(табл. 6—4); буква обозначает один признак, а индекс — другой. Пусть 


Таблица 6—1 
РЕЗУЛЬТАТЫ СКРЕЩИВАНИЙ ЖЕЛТЫХ МЫШЕЙ 
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индекс [ обозначает рецессивный летальный эффект гена, доминантного 

по желтой окраске У, а индекс Г, обозначает доминантную нормальную 

жизнеспособность аллеля, рецессивного по нежелтой окраске у. Тогда 

мн - двух желтых мышей (У ЖУ"уг) дает в Е, : 1 У"У! (гибнут) : 
2 Ууг (желтые) : 4 угу (нежелтые). 

Как в случае львиного зева, так и в случае мышей гибель наступает 
‘из-за присутствия гена в гомозиготном состоянии. Гены, вызывающие 
гибель особи до наступления зрелости, называют летальными генами, 
или просто леталями. Гены, которые вызывают гибель только гомозигот, 
называют рецессивными леталями, гены же, действующие на гетерози- 
гот — доминантными леталями. Летали могут проявлять себя как на са- 
мых ранних, так и на очень поздних стадиях развития, а также на любой 
промежуточной стадии. Иногда летальный эффект вызывается не одним ге- 
ном или одной парой генов, а комбинированным действием нескольких 
неаллельных генов. В этом случае разные неаллельные гены приобре- 
таются от обоих родителей и потомок погибает от того, что эти гены, жизне- 
способные по отдельности, вместе летальны. 

Было показано, что различные аллели, рецессивные и доминантные, 
в разной степени влияют на жизнеспособность. Эти эффекты составляют 
полный спектр, простирающийся от полной летальности к большей или 
меньшей вредности, вплоть до явной нейтральности и даже полезности 
(рис. 6—1). В тех случаях, когда разные комбинации аллелей или неаллелей 
имеют различную жизнеснособность, наблюдаемые соотношения феноти- 
пов могут сильно отличаться от ожидаемых. В третьей главе мы уже обсуж- 
дали значение необходимых предосторожностей, касающихся жизнеспо- 
собности и плодовитости особей, которые используются в опытах, постав- 
ленных для установления принципов трансмиссионной генетики. 


ПЛЕЙОТРОПИЗМ 


Действует ли каждый ген только на один признак или он может оказывать 
множественный плейотропный эффект? 

Для ответа на этот вопрос Т. Добжанский и А. Холтц использовали 
в своих исследованиях две линии дрозофилы, практически изогенные, 
т. е. генетически идентичные друг другу, за исключением того, что одна 
линия была гомозиготна по гену красных глаз (и), а другая — гомозигот- 
на по его аллелю — гену белых глаз (1). Затем для сравнительного изуче- 
ния в этих линиях был выбран другой признак, который явно не имеет 
никакого отношения к цвету глаз, а именно форма семеприемника — осо- 
бого органа, в котором у самок хранится сперма. Было определено отно- 
шение диаметра семеприемника к его высоте и оно оказалось у мух этих 
двух линий существенно различным. Отсюда можно заключить, что ген 
цвета глаз плейотропен. Результаты других исследований также свиде- 
тельствуют о том, что многие гены плейотропны в отношении морфологи- 
ческих признаков. 
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Можно привести еще один пример с дрозофилой, у которой имеется 
рецессивный летальный ген летальной полупрозрачности, вызывающий 
полупрозрачность и гибель куколок. При использовании соответствующей 
методики можно сравнивать содержание разных химических веществ 
в крови нормальных личинок и куколок и в крови рецессивных летальных 
гомозигот (рис. 6 — 2). Так, Е. Хадорн показал, что ряд веществ присут- 
ствует в одинаковых количествах в крови обоих генотипов (пептид Ш), 
другие вещества встречаются в большем количестве у летальных особей 
(пептид Т, пептид И, пролин), некоторых веществ у летальных особей 
меньше, чем у нормальных (глутамин), или вовсе нет (цистин). От- 
сюда очевидно, что плейотропизм возможен также и на биохимическом 
уровне. 

В случае желтых мышей аллель, определяющий желтую окраску в каче- 
стве доминантного эффекта, дает еще рецессивный летальный эффект. 
Исходя из предположения о том, что гомозиготы по этому аллелю, если 
бы они выжили, имели желтую окраску, а также учитывая, что между 
окраской шерсти и жизнеспособностью нет явной связи, можно заклю- 
Чить, что и в этом случае ген обладает плейотропным действием. 

У гималайских кроликов (с\с^) окраска обычно мозаична: на конечнос- 
тях черная, а в остальных местах белая (глава 1). Значит ли это, что дан- 
ный аллель по-разному действует в разных частях тела. Поскольку у 0со- 
бей с таким генотипом, выращенных при низких температурах, мех совер- 
шенно черный, можно думать, что рассматриваемый ген дает только один 
эффект. И действительно, было обнаружено, что данный генотип образует 
фермент, необходимый для синтеза пигмента, причем фермент этот термо- 
лабилен и инактивируется при температуре, превышающей 34° С. Поэтому 
в таких частях тела, как конечности, температура которых в прохладном 
климате ниже 34°, образуется пигмент, тогда как на более теплых участ- 
ках тела фермент инактивируется, и пигмент не образуется. Таким образом, 
гималайская окраска обусловлена одним аллелем, проявляющим только 
один эффект, который модифицируется действием внешних условий и в 
результате этого способен давать две фенотипические альтернативы одного 
и того же признака. Генетическое заболевание человека, так называемая 
серповидноклеточная анемия, вызывается 
томозиготностью по определенному аллелю. 
При этом заболевании наблюдаются либо 
по отдельности, либо во всех возможных 
комбинациях следующие симптомы: анемия, 
увеличенная селезенка, поражения ко- 
жи, сердца, почек и мозга. Поэтому гомози- 
готы по гену серповидноклеточной анемии, 
как правило, погибают в детском или юношес- 
ком возрасте. Этот аллель, следовательно, 
почти всегда действует как рецессивная 

















леталь. 
Было обнаружено, что у таких гомозигот 
эритроциты могут принимать серповидную 
№ форму вместо нормальной дискообразной 
на (рис. 6—3). Серповидные клетки могут сли- 
з Е = Е $ 5  паться друг с другом и закупоривать крове- 
$ & $ = © 5  н0бные сосуды в различных частях тела, 

Аве 


вызывая нарушения в функциях всех пере- 
численных выше органов. 

РИС. 6-2. Более того, эти дефектные эритроциты 
Плейотропизм на биохими- Разрушаются, в результате чего развивается 
ческом уровне анемия. 
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РИС. 6-3. 
Форма различных типов эритроцитов человека 


А — нормальные у нормальной гомозиготы; Б — серповидвые клетки у мутантной гетерозиготы; 
В — серповидные клетки у мутантной гомозиготы 


Мы видим, таким образом, что широкий спектр явно не связанных фено- 
типических проявлений гена серповидности является просто следствием 
серповидности красных кровяных клеток. Более того, биохимические 
исследования показывают, что серповидность, в свою очередь, обусловлена 
наличием в эритроцитах у особей, гомозиготных по гену серповидности, 
ненормального типа гемоглобина, у которого по сравнению с нормальным 
гемоглобином уменьшена способность участвовать в переносе кислорода. 
Таким образом, имеется иерархия причин множественного эффекта гена 
серповидности. Первой причиной является ген, второй — определяемый им 
ненормальный гемоглобин, третьей — обусловленная этим гемоглобином 
серповидность эритроцитов, четвертой — последующее слипание и разру- 
шение красных кровяных телец, что вызывает большие органические дефек- 
ты и анемию. 

В этом случае все плейотропные эффекты обусловливаются одним био- 
химическим действием гена. Это единственное действие затрагивает затем 
многие химические реакции, которые играют роль в определении разных, 
на первый взгляд явно не связанных, признаков. Учитывая результаты 
исследований гималайских кроликов и серповидноклеточной анемии, 
можно даже предположить, что большинство, если не все гены, обладают 
только одним фенотипическим проявлением. Возможно, что со временем 
будет обнаружено, что плейотронпные эффекты, описанные для других слу- 
чаев, являются третичными или еще более далекими эффектами в иерархии 
причин, в которой первопричина связана с действием одного гена, а вто- 
ричная причина еще не установлена. В качестве ответа на поставленный 
в начале этого раздела вопрос проще всего допустить, что большинство, 
если не все, гены имеют только одно первичное фенотипическое проявление, 
над которым надстраивается иерархия вторичных проявлений, приводя- 
щих в плейотропизму. 


ПЕНЕТРАНТНОСТЬ И ЭКСПРЕССИВНОСТЬ 


Анализ генетического материала был в значительной мере облегчен удач- 
ным выбором тех признаков, которые мы избрали для изучения. Наиболее 
ценными оказались признаки, основанные на таких генотипах, которые 
всегда проявляли себя примерно одинаковым образом, независимо от обыч- 
ных флуктуаций внешних условий. 

Рассмотрим теперь родословную, в которой встречается полидактилия 
(рис. 6—4), редкая аномалия человека, при которой на конечностях имеется 
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РИС. 6-4. 
ЕБ Родословная полидакти- 
65 лии у человека 


больше пяти пальцев. У женщины, с которой начинается эта родословная, 
было по пяти пальцев на каждой руке и по шести пальцев на ногах. Ее 
муж по этому признаку был нормален. У этой четы было пятеро детей, 
среди которых трое страдали полидактилией. Отсюда можно предполо- 
жить, что полидактилия определяется одним доминантным геном Р и что 
мать обладала генотипом Рр, а отец — рр. С этим предположением согла- 
суется тот факт, что у одной из дочерей, страдавшей полидактилией, от 
нормального мужа родилось два сына, один из которых имел лишние 
пальцы. У него, в свою очередь, было пятеро детей, и часть из них была 
нормальной, а у части была полидактилия. 

Рассмотрим теперь левую ветвь этой родословной. Видно, что у первого 
нормального сына родилась тем не менее дочь с лишними пальцами. Как 
это можно объяснить? Можно предположить, что У сына был генотип рр, 
а его дочь являлась мутантом Рр, т. е. что аллель Р образовался в резуль- 
тате мутации гена р и был передан дочери при оплодотворении. Против 
такого объяснения можно, однако, привести следующее возражение. Дело 
в том, что при изучении других родословных по полидактилии также обна- 
руживаются случаи, когда у двух нормальных родителей рождается ребе- 
нок с лишними пальцами. Поскольку полидактилия встречается редко, 
мутации рвР должны происходить еще реже. Следовательно, вероятность 
возникновения такой мутации в половых клетках одного или двух нор- 
мальных родителей очень мала. Крайне маловероятно, чтобы такая ред- 
кая мутация, происходящая случайным образом среди нормальных людей, 
так часто возникала у нормальных людей, входящих в родословную по 
полидактилии. 

Другое объяснение состоит в том, что первый сын был на самом деле 
Рр, но ген Р у него не проявлял себя заметным образом, хотя он и проя- 
вился у его дочери. Такое объяснение подтверждается характером прояв- 
ления этого гена у тех членов этой родословной, которые страдали поли- 
дактилией. У некоторых было по пяти пальцев на руках, но лишние паль- 
цы на ногах, или наоборот. У некоторых было разное количество пальцев 
на ногах или лишние пальцы на одной руке и пять на другой. Таким обра- 
зом, очевидно, что по числу лишних пальцев проявление полидактилии 
очень разнообразно. 

Поэтому, если полидактилия может не проявляться на одной конеч- 
ности у индивидуума с генотипом Рр, то вполне вероятно, что иногда у 
таких индивидуумов полидактилия не проявляется ни на одной ко- 
нечности. 

Способность данного гена или комбинации генов проявлять себя тем 
или иным образом фенотипически называется пенетрантностью. Пене- 
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трантность гена Р в гетерозиготном состоянии меньше 100%, так как 
иногда он не дает никакого заметного фенотипического эффекта. Если про 
человека с лишними пальцами можно с уверенностью утверждать, что 
он несет ген Р, то нормальный фенотип может быть обусловлен как гено- 
ры Рр, так и рр. Поскольку полидактилия встречается редко, то обыч- 
но можно смело утверждать, что нормальный человек, вступающий в брак 
с представителями семьи, в которой встречается ген Р, представляет со- 
бой рр. 

Проявление гена Р в гетерозиготном состоянии чрезвычайно варьирует 
не только в отношении числа и расположения лишних пальцев, но и в 
степени их развития. Для описания характера или степени выраже- 
ния гена, оказавшегося пенетрантным, употребляется термин экспрессив- 
ность. 

Таким образом, у тех индивидуумов, у которых ген Р в гетерозиготном 
состоянии не пенетрантен, нет и экспрессивности, а у которых ген Р пене- 
трантен, его экспрессивность варьирует. 

Какие причины вызывают вариации в пенетрантности и экспрессив- 
ности? Опыты, поставленные на генетически чистых линиях морских сви- 
нок, показали, что полидактилия чаще всего встречается в пометах более 
молодых матерей. В этом случае физиологические изменения, связанные 
с возрастом, изменяют пенетрантность. В другом случае в генетически 
однородной линии дрозофилы, когда мухи развивались в условиях повы- 
шенной влажности, наблюдался больший процент пенетрантности фено- 
типа «аномальное брюшко». Эти примеры показывают, что различия внеш- 
них условий могут вызвать различия в пенетрантности между особями 
с идентичными генотипами. 

Мы уже знакомы с влиянием вариаций генотипа на пенетрантность при 
практически постоянных внешних условиях. В случае полной или частич- 
ной доминантности пенетрантность аллеля может зависеть от природы его 
аллельного партнера, а пенетрантность одного или пары аллелей может 
модифицироваться эпистатически-гипостатическими взаимодействиями 
с неаллельными генами (глава 4). Аналогично можно показать, что разли- 
чия в экспрессивности гена могут быть следствием различий как во внеш- 
них условиях, так и в генотипе. : 

Необходимо четко различать пенетрантность и экспрессивность, с одной 
стороны, и доминантность и эпистаз — с другой. Допустим, что ТТ при- 
водит к появлению только высоких особей, 7”Т”— только низких, а Т7’— 
только особей среднего роста. Хотя у гибридов или совсем нет доминирова- 
ния, или имеет место неполное доминирование, все три генотипа обладают 
стопроцентной пенетрантностью. Когда среди особей среднего роста наблю- 
даются некоторые вариации (за счет влияния среды или всего остального 
генотипа), мы имеем дело с различной экспрессивностью генотипа 77”, 
пенетрантного на 100%. Случаи же, когда по тем же причинам изредка 
проявляются низкие особи с генотипом ТТ’, служат примером отсутствия 
пенетрантности 7 в сочетании И 

Термины пенетрантность и эвспрессивность используются для сравне- 
ния фенотипических проявлений у разных особей, генетически идентичных 

по определенному признаку. Это значит, что если в данной особи ген фено- 
типически проявил себя, он оказался пенетрантным и все остальные фено- 
типические сравнения между пенетрантными особями проводятся в терми- 
нах экспрессивности. Однако можно говорить и о пенетрантности внутри 
одного организма, если данный генотип может проявить себя в двух или 
нескольких частях тела. Так, в случае полидактилии ген Р может с равной 
вероятностью проявиться на руках и на ногах. Таким образом, генотип 
может быть пенетрантным на одной руке (шесть пальцев) и не пенетрант- 
ным на другой (пять пальцев). Он может быть пенетрантен на ногах 
(на каждой ноге по шесть пальцев, что можно обозначить 6.6), но не на 
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руках (5.5). Когда показана разница в пенетрантносги (или экспрессивно- 
сти) в парных органах одной и той же особи (например, на одной руке семь 
пальцев, а на другой — шесть, или на одной руке один большой лишний 
палец, а на другой руке — один маленький лишний палец), то можно 
с уверенностью утверждать, что эти различия имеют не генетическую 
природу, а вызваны внешними условиями. 

Однако при сравнении пенетрантности и экспрессивности У разных 
особей часто невозможно с уверенностью сказать, обусловлены ли те 
или иные черты сходства и различия генотипом или средои, если эти 
два фактора варьируют неконтролируемым образом, что уже обсуждалось 
в первой главе. 


ИЗУЧЕНИЕ БЛИЗНЕЦОВ У ЧЕЛОВЕКА 


Для всех организмов, за исключением человека, можно так контролиро- 
вать условия экспериментов, что на основании поведения стандартного 
генотипа при разных внешних условиях можно установить роль среды 
в изменчивости фенотипов; помещая в стандартные условия различные 
тенотипы, можно Узнать, насколько отличаются фенотипы, определяемые 


Каждый индивидуум состоит из большого числа частей, которые, по 
всей вероятности, обладают одинаковым генотипом. Соответственно, как 





или проявляется в одной или нескольких непарных частях тела, то роль 


среды можно выявить, только сравнивая разные генетически идентич- 
ные особи. 


этих делений клетки теряют связь друг с другом и распадаются на две или 
большее число групп, каждая из которых может развиться в целую особь. 
Каждый индивидуум, образовавшийся таким образом, генетически иден- 
тичен (если пренебречь мутациями) всем остальным индивидуумам, воз- 
никшим из того же оплодотворенного яйца. Разделение, о котором шла 
речь, может произойти на разных стадиях раннего эмбриогенеза, и в раз- 
ных группах может оказаться неодинаковое количество клеток. Такое 
разделение может даже происходить несколько раз на разных стадиях 
развития одной и той же зиготы. Индивидуумы, образовавшиеся таким 
бесполым путем, называются идентичными, или однояйцевыми, двойнями, 
тройнями, четвернями и т. д. Мы рассмотрим здесь лишь идентичные двой- 
ни, так как рождение большего числа идентичных близнецов происходит 
столь редко, что практически не может быть использовано для изучения 
проблемы взаимодействия среды и генотипа. 
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Близнецы у человека могут 
родиться и в результате полово- 
го воспроизведения. В этом 
случае двойня образуется из 
двух разных яйцеклеток, опло- 
дотворенных двумя разными 
сперматозоидами. Такие близне- 
цы генетически неидентичны и 
в этом отношении похожи друг 
на друга не больше, чем сибсы, 
родившиеся в разное время. По- 
этому их называют неидентич- 
ными, или двуяйцевыми, близ- 
нецами. 

Существование двух таких 
типов близнецов дает нам в ру- 
ки материал для выяснения от- 
носительной роли генотипа и 
среды в определении фенотипа. 
Если пренебречь мутациями, 
генотипы однояйцевых близне- 
цов идентичны, а внешние усло- 
вия для обоих типов близнецов 
очень схожи до рождения, а ес- 
ли они’росли вместе, тои после 
рождения. 

Фенотипические различия 
между идентичными близнеца- 
ми, росшими вместе, обуслов- 
лены почти исключительно 
внешними условиями (рис.6—5). 
Можно сравнить средние разли- 
чия между такими идентичными 
близнецами со средними разли- 
чиями между идентичными близ- 
нецами, которые по тем или 
иным причинам росли порознь. 
Такое сравнение дает представ- 
ление о влиянии на фенотип от= 
носительно больших и относи- 
тельно малых различий во внеш- 
них условиях. Поскольку как 
идентичные, так и неидентичные 
близнецы, выросшие вместе, на- 
ходятся в условиях, которые в 
среднем варьируют в одинако- 
вых пределах, то сравнение 
средних различий между иден- 
тичными и между неидентичны- 
ми близнецами дает возмож- 
ность оценить роль генотипа в 
наблюдаемых различиях. Для 











РИС. 6-5. 


Идентичные близнецы Айра и Джоэл 
в возрасте 31/› месяцев, 8 и 19 лет 


того чтобы собрать надежные данные о близнецах необходимо уметь раз- 
личать в каждом данном случае, являются ли рассматриваемые близнецы 


двуяйцевыми или однояйцевыми. 


Для того чтобы доказать, что два близнеца неидентичны, лучше всего 
сравнить их по большому числу признаков, определяемых генами со сто- 
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процентной пенетрантностью и достаточно постоянной экспрессивностью. 
К таким признакам относятся пол, цвет глаз, группы крови АВО, МХ, 
ВВ и другие. Естественно, что для проверки двуяйцевого происхождения 
близнецов можно использовать лишь те признаки, по которым гетерозиго- 
тен хотя бы один из родителей. Предполагая, что мутации отсутствуют, 
достаточно отличия по одному такому признаку для доказательства неи- 
дентичности близнецов. (В соответствии с этим критерием близнецов про- 
тивоположного пола можно сразу считать неидентичными). Различие по 
двум таким признакам делает заключение совершенно бесспорным, пос- 
кольку возникновение двух мутаций среди ограниченного числа призна- 
ков, сравниваемых у двух идентичных близнецов, столь маловероятно, 
что практически невозможно. 

Определение идентичности близнецов основано на таком же сравнении 
фенотинов. С увеличением числа признаков, по которым не наблюдается 
различий, увеличивается вероятность идентичности близнецов. Когда 
число признаков, на основании которых судят о генотипе близнецов, 
достаточно велико, то если бы они были неидентичны, между ними обяза- 
тельно наблюдалось бы одно или два различия. Следовательно, отсутствие 
различия по всем этим признакам можно приписать тому, что генотипы 
близнецов идентичны и что они оба произошли из одной зиготы. 

Опишем в общих чертах методы изучения на близнецах относительной 
роли генотина и среды в образовании определенных признаков. Необходи- 
мо подсчитать отдельно процент идентичных и неидентичных двоен, вырос- 
ших вместе, у которых один или оба близнеца обладают изучаемым приз- 
наком. Допустим, что мы хотим изучать группу крови АВО. Необходимо 
определить коэффициент, совпадения, или конкордантность, т. е. процент 
идентичных и неидентичных пар, в которых оба близнеца обладают одина- 
ковым феноменом. Для идентичных близнецов конкордантность по группе 
крови АВО оказалась равной 100%. 

При определении конкордантности у неидентичных близнецов обычно 
учитываются данные только по близнецам одного пола. Это правило необ- 
ходимо соблюдать потому, что условия, в которых живут после рождения 
близнецы противоположного пола, отличаются, как правило, больше, чем 
у близнецов одного пола. (Когда различаются и генотип, и условия, в кото- 
рых живут два типа близнецов, то мы уже не сможем определить, что 
именно вызвало ббльшие фенотипические различия между неидентичными 
близнецами.) Поэтому мы воспользуемся данными только о близнецах 
одного пола. 

У неидентичных близнецов конкордантность по группам крови АВО 
равна примерно 64%. Какие можно отсюда сделать заключения? Если 
бы конкордантность была одинаковой У обоих типов близнецов (100 или 
64%), мы должны были бы сделать вывод, что в отношении групп крови 
между ними нет ни генетических различий, ни разницы во внешних усло- 
виях. Однако в действительности конкордантность отличается, причем 
отличается в определенном направлении. Стопроцентная конкордантность 
идентичных близнецов говорит о том, что данный признак определяется 
генетически и имеет стопроцентную пенетрантность, несмотря на имеющие 
место в норме колебания внешних условий. Меньшую конкордантность 
неидентичных близнецов нельзя даже отчасти приписать действию внеш- 
ней среды, так как такие же колебания условий у идентичных близнецов 
не вызвали таких различий. Меньшую конкордантность, следовательно, 
необходимо приписать разнице в генотипах неидентичных близнецов по 
этому признаку. Конечно, мы могли предсказать этот результат на основа- 
нии ранее рассмотренных данных, которые показали, что система групп 
крови АВО определяется генетически и имеет полную пенетрантность. 
Меньшая конкордантность у неидентичных близнецов является следстви- 
ем того, что они приобрели от своих родителей разные генотипы, посколь- 

ку один или оба родителя были гетерозиготны по /^ или /В. 
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Теоретически возможно получить меньшую конкордантность у иден- 
тичных близнецов, чем у неидентичных. Такое различие следует припи- 
сать различиям в условиях жизни, причем ббльших для идентичных близ- 
нецов. 

Рассмотрим результаты изучения у близнецов конкордантности по неко- 
торым физическим признакам (рис. 6—6). По косолапости конкордант- 
ность у идентичных близнецов составляет 32% и только 3% у неидентич- 
ных. Превышение на 29% (32%—3%) следует приписать идентичности 
генотипов идентичных близнецов. Конкордантность неидентичных близ- 
нецов в 3% может быть обусловлена как сходством генотипов, так и дей- 
ствием среды, а также какой-нибудь комбинацией этих двух факторов. 
Поскольку на основании приведенных данных нельзя сделать выбор меж- 
ду этими возможностями, можно заключить, что У близнецов или других 
индивидуумов, подверженных такому же влиянию среды, как и близнецы, 
косолапость примерно в 29% случаев обусловлена генотипом. Верхний 
предел влияния генотипа не превышает 32%. 

Среди идентичных близнецов в 68% случаев второй близнец не был 
косолапым. Отсутствие совпадения называется дискордантностью. Дис- 
кордантность идентичных близнецов в 68% можно приписать различиям 
в условиях среды у двух данных близнецов. Можно, следовательно, заклю- 
чить, что среди близнецов или других индивидуумов, находящихся в тех 
же внешних условиях, что и близнецы, косолапость примерно в 68% слу- 
чаев обусловлена влиянием среды. Верхний предел влияния среды состав- 
ляет примерно 71%. 

Изучение конкордантности — дискордантности выявляет только отно- 
сительный вклад генотипа и среды в конкретный фенотип (в только что 
рассмотренном примере — косолапость). Такие исследования ничего не 
говорят нам о характере среды в том случае, когда данный фенотин опре- 
деляется генотипом, и ничего не говорят о генотипах, когда фенотип опре- 
деляется средой. Описанные исследования близнецов не дают также ника- 
кой информации о влиянии на пенетрантность косолапости внешних усло- 
вий, выходящих за рамки вариаций среды, наблюдаемых у близнецов, 
выросших вместе. Для перенесения выводов, полученных при изучении 
близнецов, на популяцию в целом необходимо предположить, что внеш- 
ние условия для близнецов и неблизнецов были одинаковы; однако такое 
предположение не всегда справедливо. 

Конкордантность по туберкулезу равна 74% у идентичных близнецов 
и 28% у неидентичных близнецов. Если предположить, что оба типа близ- 
нецов подвержены действию туберкулезных бацилл в одинаковой сте- 
пени, то предрасположенность к этому заболеванию на 46—74% опреде- 
ляется генетически, а на 26—54% — условиями среды. Предположение 
о том, что более высокая конкордантность у идентичных близнецов имеет 
тенетическую природу, подтверждается тем, что конкордантные близнецы 
обычно страдают одной и той же формой заболевания, затрагивающего 
одни и те же органы и протекающего с одинаковой тяжестью. Среди неи- 
дентичных конкордантных близнецов такое сходство наблюдается реже. 

Конкордантность в случае полиомиелита составляет 36% для идентич- 
ных близнецов и 6% — для неидентичных. Здесь, как и в случае тубер- 
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кулеза, возникновение заболевания, по-видимому, не в Е возбуди. 
теля, так как большинство людей в норме инфициров . ответе. 
венно возникновение заболевания зависит от условий среды в 64—70, 
случаев и от генотипа — в 30—36%. Тот факт, что по кори конкордант. 
ность очень велика среди близнецов обоих типов, говорит просто о том, 
что любая генетическая причина подверженности этому заболеванию рас- 
пределена очень равномерно среди той популяции, из которой взяты выбор. 
ки близнецов. 

Относительный вклад генотипа и среды в умственные и психические 
признаки также можно изучать с помощью метода близнецов. Разные люди 
предпочитают слышать разные частоты звука работающего метронома, 
Такое «предпочтение частоты» можно рассматривать как один из компо. 
нентов, характеризующих психические особенности человека. Проверка 
«предпочтения частоты» идентичными близнецами показала, что разница 
в их выборе составляет 7,8 условных единиц (табл. 6—2). Эта разница почти 
не отличается от разницы в выборе, полученной при нескольких провер- 
ках одного и того же человека (8,7 условных единиц). Однако для неиден- 
тичных близнецов получена разница в 15 единиц, что значительно отли- 
чается от данных для идентичных близнецов. Сибсы, родившиеся в разное 
время, давали разницу в 14,5 единиц, т. е. в этом отношении они не отлича- 
лись от неидентичных близнецов. И, наконец, люди, не состоящие в родстве, 
давали разницу в 19,5 единиц. Так как с увеличением генетического 
сходства уменьшается разница в выборе предпочитаемой частоты, можно 
заключить, что данный признак имеет генотипическую основу. 


Таблица 6—2 


ВАРИАЦИИ В ПРЕДПОЧТЕНИИ ЧАСТОТЫ 
(по К. Штерну) 
и УИ О, 


Индивидуумы а 


Одно и то же лицо при разных 


проверках. чела мель . 8,7 
Однояйцевые близнецы. .... 7,8 
Двуяйцевые близнецы ..... 15,0 
ея 44,5 
Не родственники........ 19,5 


Изучение близнецов в от 
как шизофрения, показывает, 
тичных близнецов и 14% ун. 


же возрасте. 


Известно, что разные люди не одинаково отвечают на вопросы при 
обследовании /. О. (методом «коэффициента интеллектуальности»). Способ- 


отметками близнецов, выросших вместе, составляет всего 3,1 для идентич- 
ных и 8,5 для неидентичных близнецов. Очевидно, идентичность генотипов 
делает вероятной одинаковую оценку. Проверка идентичных близнецов, 
выросших раздельно, дает разницу, равную 6. В этом случае чем больше 
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разница во внешних условиях, тем больше разница и в способностях иден- 
тичных близнецов, но все же она меньше, чем у неидентичных близнецов 
росших вместе. Таким образом и признак интеллектуальности подвер- 
жен влиянию как генетических факторов, так и условий среды. 

Для групи крови АВО мы уже рассмотрели природу генетических 
факторов, ответственных за данный фенотип. 

Хотя описанные в этой главе методы (метод близнецов и другие), позво- 
ляют решить, связано ли наличие или отсутствие данного фенотинпа с гене- 
тическими различиями, они не дают никакой информации о расположе- 


нии, числе и рекомбинационных свойствах генов, определяющих рассма- 
триваемыи признак. 


ЭФФЕКТ ДЕЙСТВИЯ ГЕНОВ В ОНТОГЕНЕЗЕ 


Многие мутации, существующие уже в гаметах до оплодотворения, обнару- 
живаются у многоклеточных растений и животных но какому-либо замет- 
ному морфологическому изменению, ими вызываемому. Это фенотипическое 
изменение обычно может быть обнаружено невооруженным глазом и ста- 
новится заметным спустя значительное время после начала развития. 
Каким образом мутация изменяет нормальное развитие, приводит к воз- 
никновению нового морфологического признака? Для ответа на этот воп- 
рос необходимо знать, как проявляется фенотип любого рода в результате 
действия гена. Этот вопрос является предметом изучения для феногене- 
тики. Частным разделом феногенетики является генетика развития. 

Рассмотрим генетическую и феногенетическую информацию, получен- 
ную при изучении одного конкретного случая, описанного В. Ландауером, 
Ф. Гамбургером, Д. Рудником и Л. Данном. У кур встречаются особи 
с такими короткими ногами, что создается впечатление, будто они не ходят, 
а ползают. На рис. 6—7 изображен коротконогий петух с таким ненормаль- 
ным фенотипом (сгеерег) в сравнении с нормальным петухом. 

При генетических исследованиях этого фенотипа были получены сле- 
дующие результаты: реципрокное скрещивание коротконогих и нормаль- 
ных особей дало соотношение обоих фенотипов, равное 1:14. Скрещивание 
коротконогих кур между собой дало при наблюдении взрослого потом- 
ства 775 коротконогих и 388 нормальных, что идеально совпадает 
с соотношением 2:4. Поэтому разумно предположить, что коротконогие 
куры гетерозиготны по одной паре расщепляющихся генов, в которой ген 
коротконогости Ср доминирует над своим нормальным аллелем --. Счи- 
тается, что соотношение 2:1 свидетельствует о том, что гомозиготный 
мутант Ср Ср погибает. Возможность того, что Ср действует как рецессив- 
ная леталь, подтверждается сравнением частоты выживания эмбрионов, 
имевших нормальных родителей, и эмбрионов, имевших коротконогих 
родителей. Было обнаружено, что на третий день инкубации во втором 
случае гибнет на 25% больше эмбрионов, чем в первом. 

В чем же заключается феногенетическое действие Ср Ср, проявляющего 
себя как рецессивная леталь: Ср --, дающего «ползающий» фенотип и 
4- +, дающего нормальный фенотип? Хотя эмбрионы Ср Ср обычно гибнут 
в течение первых трех дней инкубации, изредка они выживают до 19-го 
дня, т. е. почти до момента вылупления из яйца. Такая гомозигота 
СрСризображена слева на рис. 6—8 (справа изображеннормальный эмбрион 
в сравнимом возрасте). У нее наблюдаются следующие аномалии: глаза 
целевидны, меньше, чем в норме, и лишены век, голова неправильной фор- 
мы, тело уменьшено, скелет не окостенел и, как видно на фоне черной 
бумаги, на которой лежит эмбрион, хорошо сформировались только пальцы. 

При изучении развития Ср -- было обнаружено, что на 7-й день инку- 
бации зачатки ног у них короче, чем у нормальных эмбрионов. Это морфо- 
логическое проявление действия Ср является результатом каких-то собы- 
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тий, происходящих на более ранних стадиях развития, ПОСКОЛЬКУ В вох. 
расте 48 час. (рис. 6—9) эмбрион Ср —- (слева) меньше, чем нормальный 
(справа), хуже развит и его головной конец еще не изогнут. Более того, 
эти различия можно обнаружить даже 12 часами раньше, т. е. после 36 час, 
инкубации. 

Как у гомозигот, таки у гетерозигот по гену Ср нарушена дифферен. 
циация хряща. Ср -|- особи страдают заболеванием, которое называется 
тондродистрофией (или ахондроплазией), а особи Ср Ср — заболеванием, 
которое называется Ффокомелией. Оба заболевания были известны 
человека уже более 100 лет тому назад. Когда оба родителя являются 
хондродистрофиками, часть детей страдает фокомелией и имеет сильно 
деформированные конечности. Такое состояние можно приписать наличию 
мутантного гена (подобного гену Ср у кур) в двойной дозе, т. е. гомозигот- 
ном состоянии. 

Уже говорилось, что на 36-м часу инкубации особи Ср -- развиваются 
медленнее особей -|--+. В норме на этой стадии зачатки задних конечностей 
растут очень быстро, в то время как остальные ткани растут сравнительно 
медленно. Если Ср в единичной или двойной дозе приводят к общему 
замедлению роста, то наиболее затронуты будут структуры, которые в дан- 
ный момент растут быстрее других. Поэтому следует ожидать, что такое 
генетически обусловленное замедление роста, начинающееся как раз в этот 
определенный момент развития (36 час.), приведет к уменьшению размеров 
задних конечностей и длинных костей передних конечностей. 

Не следует, однако, делать вывода, что ткань, из которой развиваются 
задние конечности, совершенно пассив 


иготного по гену Ср, и также пере- 

то она разовьется в мутантную конеч- 

ствует о том, что даже на очень ранних 

стадиях развития, когда нет еще самих конечностей, судьба их ткани 
У мутанта уже окончательно предопределена тенотипом Ср, т. е. способ- 
ность, или компетентность, к нормальному развитию уже потеряна. 
Не следует также делать вывода, что все ненормальные ткани, которые 
обнаруживаются у гомозигот Ср Ср, были детерминированы на ранних 
стадиях эмбриогенеза и могут развиваться только так, как это свойственно 


Нормальный (справа) и коротконогий (слева) петухи 
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РИС. 6-8. 





Нормальная (справа) и коротконогая (слева) гомозиготы примерно 
на 19-м дне развития 


РИС. 6-9. 
Нормальный (справа) и коротконогий (слева) гетерозиготные 


эмбрионы примерн:' 





о на 48-м часу развития 





коротконогим особям. Как Уже 
^ упоминалось, у СрСр эмбрионов 
уменьшенные щелевидные глаза, 

Можно пересадить ранний зачаток 

глаза (имагинальный диск) нор- 

мального эмбриона в какое-либо 
другое место нормальному же эмб. 
риону. В этом случае он разовьет. 
ся в глаз точно такого же типа, 
что и у гомозигот Ср Ср. Если же 
зачаток глаза эмбриона Србр 
== пересадить нормальному эмбриону 
я 44 И ИЕ 59 5 на обычное для глаза место, он ра- 
зовьется в нормальный глаз. Мож- 
РИС. 6-10. но, следовательно, заключить, что 
Влияние инъекции карликовым мышам развитие ненормальных глаз Ср 
экстрактов из гипофиза, По оси ординат — обусловлено не каким-то измене- 
вес (в г), по оси абсцисс — возраст (в`днях). нием компетентности их ткани, а 
Объяснение в тексте скорее какими-то аномалиями в ве 
окружении. Можно допустить, что 
У гомозиготы Ср Ср зачаток глаза 
с нормальной компетентностью не получает, по-видимому, достаточного 
питания вследствие слабой циркуляции, обусловленной этим генотипом. 
Эта гипотеза подтверждается данными двух родов: во-первых, недиффе- 
ренцированные ткани эмбрионов СрСр, помещенные в полноценную 
культуральную среду, растут совершенно нормально, хотя все же ткань 
сердца не растет так же хорошо, как нормальная, во-вторых, когда зачат- 
ки конечностей нормальных эмбрионов помещают в обедненную питатель- 
ную среду, в них развивается много признаков, характерных для конеч- 
ностей Ср Ср. 

Изучение коротконогих кур показало, что множественный эффект этой 
мутации, обнаруженной по завершении развития, обусловлен изменениями, 
вызванными геном Ср, которые возникли в процессе развития гораздо 
раньше. Действительно, на основании судьбы будущих конечностей у эм- 
брионов Ср мы можем заключить, что генотип вызывает определенные 
изменения, предшествующие морфологическим. Ген Ср, очевидно, изме- 
няет физиологию особи так, что общий рост замедляется и определяется 
будущая судьба некоторых тканей, а обнаруживаемые впоследствии морфо- 
логические изменения являются уже прямым следствием этих изменений. 
Физиологические изменения, вызванные теном, можно в свою оче- 
редь приписать изменениям в биохимических реакциях клеточного метабо- 
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миться с генетическим контролем действия, оказываемого извне на клетки, 
в которых функционирует данный тен, рассмотрим две серии исследова- 
ний, проведенных на мышах. В первой, которую осуществили Дж. Снелл, 
П. Смис и И. Мак Дауелл и Т. Френсис, проводилось сравнительное изу- 


тела пропорционально уменьшены в результате наличия полностью рецес- 
сивного гена, находящегося в гомозиготном состоянии. На ранних стадиях 
эмбрионального развития нормальные и карликовые мыши растут с рав- 
ной скоростью, но затем у карликовых мышей рост внезапно А 
и они никогда не достигают половой зрелости. Микроскопическое м 
ние обнаружило, что у карликовых мышей передняя доля гипофиза зна 
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тельно меньше, чем у нормальных. Более того, в гипофизах карликовых 
мышей отсутствуют определенные крупные клетки, встречающиеся в нор- 
ме. Очевидно, это именно те клетки, которые секретируют гормон роста. 
Тот факт, что здесь мы имеем дело с генетически обусловленной гипофи- 
зарной карликовостью, подтверждается следующим экспериментом. Берут 
двух карликовых мышей из одного помета в возрасте примерно 30 дней 
и одной из них ежедневно в течение месяца производят инъекции экстракта 
из гипофиза карликовой мыши (рис. 6—10, Б), тогда как другой таким же 
образом вводят экстракт из гипофиза нормальной мыши (рис. 6-10, 4). Пер- 
вая мышь так и остается карликовой, а вторая в период введения экстракта 
растет и становится практически нормальной. Здесь, таким образом, мы 
сталкиваемся с химическим посредником — гипофизарным гормоном, 
регулирующим общий рост, наличие которого определяется одной парой 
генов. 

В другой серии опытов, которые провели Л. Данн, П. Чесслей и Д. Бен- 
нетт, были исследованы хвосты мышей. Нормальная мышь (-- --) имеет 
длинный хвост, в одной из мутантных линий хвост укорочен (Вгасвугу 
или Вгасву). При скрещивании короткохвостых мышей между собой полу- 
чается потомство в соотношении 2 (короткохвостые): 4 (нормальные). Это 
говорит о том, что ген Вгасву Т доминантен в отношении короткого хвоста 
и рецессивен в отношении летальности. Следовательно, короткохвостые 
мыши должны представлять собой Т--. При изучении эмбрионального 
развития потомства, получаемого в результате скрещивания коротко- 
хвостых мышей между собой (Т-- х Т-Р), было обнаружено, что пример- 
но 25% эмбрионов нормальны (---[), у 50% эмбрионов на 41-й день раз- 
вития начинается дегенерация хвоста (7--) и примерно 25% эмбрионов 
представляют собой уродов (ТТ, рис. 6б—11), у которых неправильно рас- 
положены зачатки задних конечностей, искривлена нервная трубка и отсут- 
ствует хорда. Поскольку у особей ТТ недоразвита вся задняя часть тела, 
у них не устанавливается нормальная связь со стенкой матки и они поги- 
бают примерно на 10-й — 11-й день развития. 

Рассмотрим далее особь ТТ, у которой сегменты (сомиты) задней части 
тела столь аномальны. Известно, что нормальное образование сомитов 
зависит от присутствия нормальной закладки хорды. При ее наличии 
окружающая нормальная мезодерма образует сомиты. По-видимому, нару- 
шение закладки хряща и позвонков в сомитах у особей ТТ обусловлено 
неспособностью закладки хорды развиться в хорду и вызвать дифференциа- 
цию мезодермы. Это объяснение можно проверить рядом опытов с исполь- 
вованием культур тканей. Можно поместить в культуральную среду зача- 
ток хорды, взятый от нормального эмбриона и окруженный мезодермой, 

причем мезодерму можно взять и от той же или от другой особи. Если все 
ткани были взяты от нормальных мышей, 1 уйто происходит развитие 
хряща и позвонков. Более того, мезодерма нормальных мышей развивается 
в хрящ и позвонки и в том случае, когда она окружает зачаток хорд, взя- 
тых из молодых эмбрионов ГТ. Однако мезодерма эмбрионов Г7 при сход- 
ных условиях не образует хряща и позвонков, если она окружает зачаток 
хорды нормальных эмбрионов. Мы должны сделать вывод, что нормальные 
взаимоотношения нарушены у эмбрионов ТТ из-за неспособности мезо- 
дермы отвечать на нормальный индуктивный стимул, исходящий из зачат- 
ка хорды. я 

Приведенные выше данные говорят о том, что генетические изменения 
могут влиять на развитие многоклеточных организмов или контролиро- 
вать его путем изменения либо относительных скоростей роста различных 
частей тела (как в случае «коротконогих» кур), либо общей скорости роста 
(как в случае гипофизарной карликовости), не затрагивая при этом ком- 
петентности некоторых или всех измененных тканей. Генетические изме- 
нения могут также влиять на дифференциацию, изменяя компетентность 
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Короткохвостость домовой мыши 


тканей (гомозиготные конечности СР). Когда прилегающие друг к другу 
ткани взаимодействуют путем индукции, дифференциация может быть 
модифицирована генетически обусловленным изменением в компетентно- 
сти ответа на действие индуцирующего агента (неспособность мезодермы 
ТТ отвечать на действие зачатка хорды) и, вероятно, так же за счет изме- 
нения способности вызывать индукцию. Следует, однако, иметь в виду, 
что, хотя в процессе развития и дифференциации высших многоклеточных 
организмов имеют место межклеточные взаимодействия всех перечислен- 
ных выше типов, некоторые клеточные признаки образуются просто 
в результате внутриклеточного действия генотипа. Именно так обстоит 
дело в тех случаях, когда мутация возникает во время эмбриогенеза и вызы- 


вает вредный или летальный эффект в клетках, содержащих мутантный 
ген. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Разные аллели могут оказывать заметное влияние на жизнеспособность 
организма на любой стадии его жизненного цикла и могут видоизменять 
ожидаемые соотношения фенотипов, так что определенные типы потомков 
либо оказываются в избытке, либо встречаются с меньшей частотой, либо 
вовсе отсутствуют. Последний случай реализуется при действии доминант- 
ных, а также рецессивных летальных генов. 

Ген обычно влияет на большое количество морфологических и биохи- 
мических признаков. Такой плейотропный эффект является следствием 
иерархии причин, которую иногда удается проследить до одной единствен- 
ной _функции, осуществляемой непосредственно геном. Предполагается, 
что большинство генов (если не все гены) обладают только одним, вероятно 
биохимическим фенотипическим действием. 

Пенетрантность и экспрессивность зависят как от генотипа, так и от 
среды. Для изучения трансмиссионной генетики удобнее всего использо- 
вать признаки со стопроцентной пенетрантностью, экспрессивность кото- 
рых остается постоянной при колебаниях внешних условий, не выходящих 
за пределы нормы. Благодаря наличию у человека парных частей тела, 
а также существованию идентичных и неидентичных близнецов открывает- 
ся возможность для изучения влияния генотипа и среды на пенетрантность 
и экспрессивность определенных фенотипических альтернатив. 

Было показано, что значительное количество физических и умственных 
признаков определяются совместным действием как генотипа, так и среды, 
причем в разных случаях то один, то другой компонент оказывает большее 
влияние. 

Описанный в этой главе метод анализа близнецов не выявляет транс- 
миссионных свойств изучаемых генотипов. Поэтому этот метод ничего не 
говорит ни о расположении, ни о числе, ни о рекомбинационных свойствах 
генов. 

Используя морфологические признаки, можно изучать феногенетику, 
т. е. механизм проявления генетически обусловленных фенотипов. Обычно 
в феногенетике начинают с изучения генетики развития морфологических 
признаков, однако часто оказывается, что конечные морфологические 
последствия, обычно имеющие плейотропный характер, обусловлены более 
ранними морфологическими изменениями, которым в свою очередь пред- 
шествуют еще более ранние физиологические изменения. Следовательно, 
генетика развития морфологических признаков обусловлена физиологи- 
ческими изменениями, вызванными генотипом, что приводит к необходимо- 
сти изучения физиологической генетики. 

При изучении физиологической генетики выясняется, что физиологи- 
ческое действие генотипа является в одних случаях внутриклеточным, а в 
других — межклеточным. Контролируемое генами действие одних клеток 
на другие может заключаться в общем или локальном контроле скорости 

роста и дифференциации. Этот контроль может осуществляться на малых 
расстояниях (индукция) или на больших расстояниях (влияние на снаб- 
жение питательными веществами, действие гормонов и, вероятно, нервные 
импульсы и мышечные сокращения). Изменения генов могут изменять 
компетентность тканей. 

Для понимания физиологической генетики необходимо в свою очередь 
знать, как именно гены влияют на метаболизм, а поскольку метаболизм 
включает в себя физические и химические реакции, то феногенетика долж- 
на быть доведена до биофизического и биохимического уровня. Феноге- 
нетическое изучение гена, вызывающего серповидноклеточную анемию, 
шло от морфологии к физиологии и дальше к биохимии. 
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ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


6.1. Могут ли генетически отличающиеся индивидуумы обладать 
одинаковой жизнеспособностью? Поясните. 


или фенотип «бледно-зеленые» У львиного зева, плейотропны? 
ет оказаться летальным для генотипа, не вызывая 


`А. Скрещиваются две дрозофилы с закрученными вверх крыльями 
(сиу) и укороченными щетинками (зва5Ые). При проверке многочислен- 
ного потомства, получившегося в результате этого скрещивания, обнару- 
жено соотношение 4 («закрученные», «укороченные»);: 2 (только «закру- 
ченные»): 2 (только «укороченные): 1 (не «закрученные» и не «укорочен- 
НЫ@», т. е. нормальные мухи дикого типа). Дайте генетическое объяснение 
этого результата. 


6.5. У дрозофилы скрещивание Ах В или СХ Ф.О дает потомство 
Е, 1/4 которого имеет коричневую окра 


ъяснить такой результат генети- 
чески? 

6.6. В чем сходство и различия между пенетрантностью и экспрессив- 
ностью? 


6.7. Какой ген плейотропен у дрозофилы: ген к 

аллель — ген белых глаз? Поясните. 
.8. Большинство изученных генов 
жно ли предполагать, что эти 


расных глаз или его 


дрозофилы влияют на экзоскелет 
же гены влияют и на внутренние 


гомозиготные по признаку поли- 


00%-ной пенетрантностью и постоянной экспрес- 
одходят для изучения свойств генов? 


рук имеется шесть пальцев, хотя оба 
его родителя нормальны. Чем это можно объяснить? 


6.12. Определенный тип облысения определяе 
У мужчин и рецессивным у женщин. Нормальный 
сой женщине и у них рождается лысый сын. Какой 
этой семьи и какова пенетрантность генов? 


6.13. У мужчины один глаз карий, а другой голубой. Объясните это 
явление. 


6.14. Как можно решить 


являются ли близнецы однояй- 
изучать признаки, по которым 


6.19. Придумайте конкретный пример того, как У идентичных близне- 


6, ыми 
цов возникает ббльшая дискордантность по сравнению с неидентичн 
близнецами. 


йцевы- 
6.20. Какова вероятность того, что два близнеца являются м 
ми, если оба обладают генотипом ааВЬСсРаЕеЕ] (каждая пара 
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щепляется независимо от других), а у родителей были генотипы АаВЬССрО 
ЕеЁ} и АаВВССааееЕЁГ. 

6.24. Как можно проверить, имеется ли у женщин генетическая обу- 
словленность одновременного созревания нескольких яиц? 

6.22. Как может генотип отца влиять на частоту рождения двоен? 

6.23. Наследуется ли туберкулез? Поясните. 

6.24. Какие сведения о генах дают результаты исследования близнецов? 
Какие сведения о генетической рекомбинации? 

6.25. Можно ли выводы, полученные при изучении близнецов, рас- 
пространять на неблизнецов? 

6.26. Содержатся ли в этой главе какие-либо новые сведения о свой- 
ствах гена? Поясните. 

6.27. Рассел обнаружил в генетически черной линии домовых мышей 
фенотип Зр1о\сВу (грязные пятна), при котором на животе и изредка на спи- 
не располагаются белые пятна. Скрещивание пятнистых мышей с черными 
дает как черное, так и пятнистое потомство. 

Скрещивание пятнистых мышей между собой дает те же типы потомства, 
но при этом некоторое количество эмбрионов гибнет ш (его в возрасте 
14 дней. Хвосты у этих эмбрионов закручены, а позвонки раздвоены (зрпа 
19а). Какова генетическая основа этих результатов? Какие признаки 
доминантны, а какие рецессивны? 

6.28. Было показано, что можно пересадить взрослым самкам мышей 
яичники, взятые от эмбрионов. Потом от этих мышей можно получить 
потомство. Как можно, используя эту возможность, определить генотип 
ненормальных эмбрионов, описанных в задаче 6.27? 

6.29. Согласны ли вы с утверждением Дж. Х. Санджа о том, что пене- 
трантность (Р) и экспрессивность (Е) «...являются описательными терми- 
нами, прикрывающими наше незнание тех реакций, которые определяют 
конкретные значения Р и Е в разных случаях»? Поясните. 

6.30. При скрещивании некоторых линий японского перепела (Соит- 
п12 соштт я), которые выглядят вполне нормальными, образуется некоторое 
количество эмбрионов с короткой широкой головой и выступающими из 
глазниц глазными яблоками; эти эмбрионы гибнут между 11-м и 16-м дия- 
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5. Ума. Тье рвузюо]ову оЁ 11е бепе. — Рвуз10]. Веу., 1941, 41, 487. 


ми инкубации. Как можно выяснить, не являются ли эти ненормальные 
эмбрионы гомозиготами по одному рецессивному летальному гену? 

6.31. Какие выводы можно сделать на основании данных, приведенных 
в работе Б. Харвалда и М. Хауджа (7. Ашег. Мед. Аззос., 1963, 186, 749— 
753), полученных при изучении двоен в Дании? 





Оба близнеца больны 


раком 
Число исследованных Одинтблизнец 








па: болен раком = 
г р затронут один о 
и тот же орган органы 
Идентичные 1528 143 8 13 
Неидентичные 2609 292 9 39 





6.32. Каким образом изучение генов помогает н. 
эмбриональное развитие? 

6.33. Если все соматические клетки обладают одинаковым генотипом, 
то почему они не дифференцируются одинаковым образом? 

6.34. Каким образом гены могут регулировать эмбриональное разви- 
тие? 

6.35. Подтверждают ли иссле 
хвостых мышей и гипофизарной 


которой большинство, если не 
ствием? 


ам понять нормальное 


дования «коротконогих» кур, коротко- 
карликовости точку зрения, согласно 
все, гены обладают одним первичным дей- 


6.36. Какая связь между феногенетикой, генетикой развития, физио- 
логической генетикой и биохимической генетикой? 

6.37. Какова относительная роль генов, действующих на более ран- 
них и более поздних стадиях развития? 

3.38. Считаете ли Вы, что все гены функционируют все время во всех 
клетках тела? Почему? 

6.39. «В этой главе речь идет в основном о развитии, 
Согласны ли вы с этим утверждением? Почему? 


6.4). Что можно узнать о действии генов, если у изучаемого гена имеет- 
ся только две альтернативы? Много альтернатив? 


а не о генах». 
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Глава 7 


ПОЛОВЫЕ ХРОМОСОМЫ 
И СЦЕПЛЕННЫЕ С ПОЛОМ ГЕНЫ 


Генетическую природу пола можно изучить благодаря тому, что по этому 
признаку существуют фенотипические альтернативы (мужской и женский 
пол). Ее нельзя выяснить при изучении садового гороха, так как это рас- 
тение бисексуально, т. е. обладает одновременно и мужскими, и женскими 
половыми органами, в результате скрещивание не приводит к фенотини- 
ческим различиям по рассматриваемому признаку. Для изучения генети- 
ческой природы пола можно использовать дрозофилу, у которой типичная 
0собъ является либо самкой, либо самцом (рис. 2—6, стр. 31). 

При скрещивании нормальных самцов и самок в потомстве наблюдается 
отношение количеств фенотипов самцов и самок, равное примерно 1. Отею- 
да можно предположить, что пол определяется одной парой генов и что 
один из полов дрозофилы гетерозиготен, а другой гомозиготен по этой 
паре. Однако на основании этих данных еще нельзя сказать, какому имен- 
но генотипу соответствует тот или иной пол. 

В соответствии с представлением о расположении генов в хромосомах 
следует предположить, что имеется одна пара хромосом, связанная с полом. 
Обозначим пару гомологичных хромосом, гомозиготных по генам, опре- 
деляющим пол, через ХХ, а пару хромосом, гетерозиготную но этим генам, 
через ХУ. Тогда расщепление и случайное перекрестное оплодотворение 
даст равное количество ХХ и ХУ потомков. Х-и У-хромосомы, которые пред- 
положительно содержат гены пола, можно назвать половыми тромосома- 
ми, а остальные хромосомы — аутосомами (А). Поскольку у ОтозорйИа 
теаповазег диплоидный набор хромосом состоит из четырех пар, то каж- 
дую особь можно обозначить либо как ХХ -|- ЗАА, либо ХУ -+ ЗАА. 


ГЕНЫ, СЦЕПЛЕННЫЕ С ПОЛОМ 


Рассмотрим результаты скрещиваний, в которых участвуют рецессивные 
аллели генов прерванной кубитальной жилки (с1-саБИаз Имеггарва$) 
и черного цвета тела (е-еЪопу) и их доминантных аллелей сг (нормаль- 
ное жилкование крыльев) и е* (серый цвет тела). В первом скрещивании 
си се’е Х сёсфее один из родителей является дигибридом, а другой — двой- 
ным рецессивом (табл. 7—1). Среди потомства наблюдается соотношение 
1:1:4 : 1, свидетельствующее о том, что эти две пары генов расщепляют- 
ся независимо друг от друга. Такой же результат и те же выводы получают- 
ся при скрещивании сё сё ее Х с] е*е. Рассмотрим теперь реципрокные 
скрещивания сйсё ХХ же с ХУ исГаху х пахх, в которых одновре- 
менно прослеживаются пол и жилкование крыльев. В обоих случаях 
наблюдается соотношение 4 :1:1:1 для самцов с прерванной жилкой, 
самок с прерванной жилкой, нормальных самцов и нормальных самок. 
Следовательно, в этом случае гены, определяющие пол, расщепляются 
независимо от генов жилкования крыльев. Поэтому в соответствии с нашей 
гипотезой с{-аллели располагаются в аутосомах. 

Точно так же реципрокные скрещивания е*е ХХ ХееХУ ие'еХУ хееХХ 
дают соотношения 14 :1:1:4, что говорит об аутосомном расположении 
гена черного цвета тела. Поскольку гены жилкования и черной окраски 


тела расщепляются независимо друг от друга, они должны располагаться 
в разных парах аутосом. 
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Таблица 7—1 
РЕЗУЛЬТАТЫ ВОЗВРАТНОГО СКРЕЩИВАНИЯ ДИГИБРИДА 





Р: сей ее Х ср тее 
С: 1/асё*е*, 1/асёте, Зуасре", 1/асёе се 
Е, 1/асё* сё с*е 

1/4сё* ст ее 

1466 сё е*е 

1/4сё сее 





Хотя мы пока еще не можем сказать, к какому полу относятся особи 
ХХ и ХУ, два последних скрещивания можно рассматривать как реци- 
прокные возвратные скрещивания моногибридов, поскольку в одном слу- 
чае гибридным родителем был самец, а в другом — самка. В обоих слу- 
чаях фенотипические признаки появились в соотношении 41 : 1 как среди 
сыновей, так и среди дочерей. 

Теперь мы можем заново рассмотреть ранее сделанное утверждение 
о том, что все реципрокные скрещивания дают одинаковые результаты. 
Это значит, что наблюдаемые фенотипы и их соотношения одинаковы как 
среди сыновей, так и среди дочерей, несмотря на то, что скрещивания про- 
водятся реципрокно. Так, в скрещивании дигибридов сйсге’е Х с’ е’е 
должно получиться соотношение 9:3 :3:4 как среди сыновей, так и сре- 
ди дочерей, так как гены, определяющие пол, располагаются в половых 
хромосомах, а остальные гены в этом случае располагаются в негомоло- 
гичных парах аутосом. До сих пор мы имели дело с рекомбинацией только 
аутосомных генов. Поскольку аутосомные гены всегда расщепляются неза- 
висимо от генов, определяющих пол, то пол не влияет на результаты скре- 
щиваний. Это значит, что при аутосомном скрещивании у сыновей и дочерей 
получаются одинаковые фенотипические результаты, хотя скрещивания 
проводятся реципрокно. 

Рассмотрим результаты скрещивания, в котором участвуют аллели 
красныл (и") и белых (и) глаз. При использовании чистых линий скрещива- 
ние красноглазых Ф с белоглазыми < (рис. 7—1, А) дает в Е; сыновей 
и дочерей с красными глазами, что и следовало ожидать, так как ш* доми- 
нантен. Однако при реципрокном скрещивании (рис. 7—1,Б) белоглазых Ф 
и красноглазых ©’ у всех потомков мужского пола глаза оказываются 
белыми, а увсех потомков женского пола — красными. Итак, первое скре- 

щивание дало одинаковые результаты для сыновей и дочерей, тогда как вто- 
рое (реципрокное) скрещивание дало различные результаты: сыновья ока- 
зались похожими на матерей, а дочери на отцов. Поскольку такие резуль- 
таты никогда не получались в реципрокных скрещиваниях по аутосомным 
генам, мы можем заключить, что ш` и его аллели располагаются не в ауто- 
сомах. 

Допустим, что ген белых глаз расположен в половой хромосоме, иначе 
говоря, сцеплен с полом, и посмотрим, как это отразится на его передаче 
потомству, проследив одновременно за характером пола (Т. Могвап, 
1910). 
° Если допустить, что самки представляют собой ХУ, а самцы ХХ, то 
первое скрещивание следует записать так: (самка с красными глазами 
Х®*+ У"+) х (самец с белыми глазами, Х® Х") (рис. 7—2, А-1) ив Е, нужно 
ожидать появления сыновей Х"*Х*® и дочерей Х"*+У® с красными глазами, 
что и наблюдается в действительности. Реципрокное скрещивание (рис. я 
2, Б-1), следовательно, можно представить так: (белоглазые $ Х хх 

Х (красноглазые 9Х“*Х“”). Следует ожидать, что в Е, у дочери т де 
будут красные глаза, что действительно и имеет место. Можно ожид 
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также, что и у сыновей в Е, (Х"*Х") глаза будут красными, тогда как на 
самом деле они оказываются белыми. Следовательно, мы должны отбро- 
сить данную гипотезу, связывающую именно таким образом половые хро- 
мосомы с генами цвета глаз. 

Допустим противоположный вариант, — а именно, что самки представ- 
ляют собой ХХ, а самцы ХУ. Тогда те же скрещивания нужно записать 
так: ® Х"*Х"* (красноглазые) х хХ®у® (белоглазые), а потомство Х®+Х® 
(дочери с красными глазами) и Ху? (сыновья с красными глазами) 
(рис. 7—2, А-2); реципрокное скрещивание © Х®Х® (белоглазые) х $Х“* 
У"+ (красноглазые) дает потомство Х**Х “(дочери с красными глазами) 
иХ"У** (сыновья с красными глазами) (рис. 7—2, Б-2). И опять наши пред- 
сказания фенотипов потомства не подтверждаются на опыте: в действи- 
тельности Е, сыновья обладают белыми, а не красными глазами. 

Поскольку нам не удается объяснить полученные результаты простой 
идентификацией самцов в качестве ХХ или ХУ, необходимо увеличить 
число предположений. Поэтому проверим сразу две гипотезы: во-первых, 
допустим, что самцы дрозофилы представляют собой ХУ и, во-вторых, 
что У-хромосома не может нести никаких других аллелей, кроме 2. При 
этих предположениях результаты первого скрещивания, описанного в пре- 
дыдущем абзаце, не изменяются (рис. 7—2, А-3). Реципрокное скрещивание 
(рис. 7—2, Б-3) записывается теперь в видеф Х"Х" (белоглазая) хах 27 
(красноглазый) и дает дочерей с красными глазами Х“Х® и сыновей 
Х? У? с белыми глазами. Так как эта гипотеза согласуется с наблюдения- 
ми, мы можем считать ее правильной. 

Кроме признака цвета глаз и пола у дрозофилы имеется много других 
признаков, каждый из которых обусловлен парой генов, расположенных 
в половой хромосоме. Во всех случаях при использовании чистых линий 
для реципрокных скрещиваний в Е, получаются разные результаты. Более 
того, все эти случаи можно объяснить, предположив, что самки представля- 
ют собой ХХ, а самцы ХУ и что \ несет наиболее рецессивный и наименее 
эффективный аллель из известных для каждой данной генной пары, как, 
например, и в случае окраски глаз. Тот факт, что в У-хромосоме никогда 
не обнаруживается частично или полностью доминантных аллелей, дол- 
жен означать, что такие аллели не могут возникнуть из наиболее рецес- 
сивного аллеля в результате мутации просто потому, что этот рецессивный 
аллель отсутствуетв У. Соответственно, в У-хромосоме Гобыжо нет аллелей 
генов, расположенных в Х-хромосоме, и на рис. 7—2 (А-З и Б-3) все 
У" нужно заменить на У. 

Во всех случаях, когда в У не содержится аллеля гена, имеющегося 
с Х-хромосоме, у самцов будет проявляться любой из аллелей, располо- 
женных в той единственной Х-хромосоме, которую сыновья получают от 
матери. Поэтому по таким генам самку дрозофилы можно проверить, скрес- 
тив ее с каким угодно самцом, так как о ее генотипе можно прямо судить 
по фенотипу ее сыновей. Особь, несущая один или несколько неспаренных 
генов, но диплоидная по остальным генам, называется гемизиготой. Напри- 
мер, у самцов дрозофилы гемизиготны гены, имеющиеся в Х-хромосоме, 
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на рис. 7—1. 


Генотипы, заключенные в прямоугольники, 
тальным результатам 


но отсутствующие в У. Половина образованных ими гамет получит эти 
аллели вместе с Х-хромосомой, а другая половина, получившая У-хромо- 
сому, не будет содержать этих аллелей. Х-хромосома самца дрозофилы 


получена им от матери и передается всем дочерям, У-хромосома передается 
от отца к сыну. 


крещивание кур со 
мутрок со сплошной полосатой окраской пе 
плимутрок, т. е. полосатая окраска пера (В — Багге) доминирует над 
сплошной (6) (рис. 7—3,А). При реципрокном скрещивании (рис. 7—3,Б) (© 
полосатой окраски) Х (9 сплошной окраски} все сыновья имеют окраску 
плимутрок, а все дочери — обычную. Итак, результаты реципрокных скре- 
щиваний снова. отличаются, так что ив этом случае мы имеем дело со сцеп- 
ленным с полом наследованием. Здесь, каки в случае дрозофилы, у опреде- 
ленного класса потомства Е, проявляется рецессивный признак. Но у дрозо- 


белоглазыми являются сыновья. Для объяснения этого результата необ- 
ходимо предположить, что ПОЛ У кур, каки У дрозофилы, определяется 
парами хромосом ХХ иХУ ичтов Х-хромосоме имеется ген пестрой окрас 


ки, ав У-хромосоме его нет. Однако в отличие от дрозофилы у кур самцы 
представляют собой ХХ, а самки ХУ. 
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В соответствии с этой гипотезой описанные ск 
писать следующим образом: Х® 


кой плимутрок), а Е, потомств 


Е рещивания кур можно за- 
У вучетрой окраски) Х ХВХВ (с окрас 
ы о с окраской плимутрок) и ХХВХв 
аж ее Реципрокное же скрещивание ХР У (Фс окраской 
я ХВ (5 \О не пестрой окраской) дает в Е, Х”У (не пестрая® ) 
С с окраской плимутрок) (рис. 7—3, А-4 и Б-1). 
уществование половых хромосом подтверждается цитологическими 
наблюдениями. Действительно, можно ожидать, что столь большое разли- 
чие в содержании генов в Х-и У-хромосомах, наблюдаемое у дрозофилы 
и у кур, должно найти свое отражение и в цитологической картине двух 
типов половых хромосом. Заметим, однако, что все предыдущее объяснение 
сцепления с полом было дано независимо от цитологических предполо- 
жений. 
У дрозофилы цитологически было обнаружено, что три из четырех пар 
хромосом, видимых в митотической метафазе у самок, не отличаются от 
соответствующих пар хромосом самца, причем гомологичные хромосомы 
очень похожи друг на друга (рис. 7—4). У самок гомологи, образующие чет- 
вертую пару, также морфологически сходны. Однако у самцов только одна 
из хромосом этой пары выглядит так же, как гомологичная ей хромосома 
самки, другая же заметно отличается от нее морфологически. Таким обра- 
зом, цитологические особенности этой последней хромосомы согласуются 
с основанным на данных генетики предположением, что У-хромосома 
представлена в единственном числе у самцов и вовсе отсутствует у самок. 
Гомолог этой хромосомы можно следовательно назвать Х-хромосомой; 
у самок он представлен в двойном числе. У кур наблюдается обратная 
цитологическая картина: у самцов все хромосомы морфологически сходны 
со своими гомологами, тогда как у самок одна пара гетероморфна: гомоло- 
ги в этой паре отличаются друг от друга морфологически: один из участни- 
ков пары похож на соответствующие хромосомы самца, а другой отли- 
чается от них. 
У моли, бабочек и некоторых амфибий и рептилий самцы, как и у птиц, 
представляют собой ХХ, а самки ХУ. Генетические и цитологические дан- 
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и гетерозиготной матери (ХНХ”) (рис. 7—5). 
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НЕРАСХОЖДЕНИЕ 


ры эксперименты, которые провел К. Бриджес 
9 т офилы, сцепленным с полом. Если изучить доста- 
о не тво потомков, полученных от скрещивания бело- 
глазых самок ХХ? с красноглазыми самцами Х“*У, то не у всех самцов 
в Е, глаза оказываются белыми и не у всех самок красными. Одна или две 
мухи на сотню Е, оказываются либо самцом с красными глазами, либо 
самкой с белыми глазами (рис. 7—6). Появление этих исключительных мух 
нельзя объяснить ошибками при просмотре фенотипов или загрязнениями 
за счет посторонних мух. Более того, их появление нельзя объяснить и воз- 
никновением мутаций, поскольку частота мутирования ш" в и обратно 
на несколько порядков ниже частоты, с которой встречаются оба типа 
необычных мух. 

Поскольку у нетипичных Р:-самок глаза белого цвета, они должны 
иметь ХХ” (рис. 7—6,Б). Х-хромосомы, содержащие 2, они могли полу- 
чить только от матери. Соответственно, отец не должен был передать своим 
нетипичным дочерям Х“*-хромосому. Нетипичные сыновья с красными 
глазами должны содержать Х“*, которую они могли получить только 
от отца. 

Для того чтобы понять, как может возникнуть такая необычная ситуа- 
ция, рассмотрим, что происходит в норме с половыми хромосомами при 
мейозе у самок дрозофилы. Обычно две Х-хромосомы конъюгируют и обра- 
зуют тетраду. В конце мейоза в результате расщепления образуются четы- 
ре ядра, каждое из которых содержит по одной Х-хромосоме (рис. 7—7, А). 
Затем одно из четырех ядер становится ядром гаметы, а три остальные по- 
падают в полярные тельца. 

Допустим, однако, что иногда не происходит нормального разделения 
нитей Х-хромосом в тетраде. Это может случиться следующим образом. 

1. В анафазе Т, вместо того чтобы идти к разным полюсам, обе диады 
могут пойти к одному полюсу (рис. 7—7, Б). Ядро, не содержащее диады 
Х-хромосом, после второго деления мейоза образует два ядра без Х-хро- 
мосом. Другое ядро с двумя диадами Х-хромосом осуществит второе деле- 
ние мейоза, во время которого участники каждой диады разделятся, а в 
анафазе П разойдутся к противоположным полюсам. В результате полу- 
чится два дочерних ядра, в каждом из которых содержится две Х-хромо- 
сомы, по одной из каждой диады. Следовательно, в конце мейоза в резуль- 
тате неразделения диад в анафазе Г образуется четыре ядра, два из кото- 
рых совсем не содержат Х-хромосом, а два содержат по две Е ОМОбОмЕ 
Таким образом, вероятность того, что ядро, которое станет ядром гаметы, 
не будет содержать Х-хромосомы, равняется 50% и Вероятноехе того, что 
оно будет содержать две Х-хромосомы, также равна 50%. 


Метафаза! Телофаза 1 Телафаза 1 


‚ ЕР ЕЕ 








РИС. 7-1, 


ИЕ Г 
Последствия нормально- 
т 


дения (Би В) 
108 





КАЛЬВИН! БЛЭКМАН 
БРИДЖЕС 


(1889—1938) 





2. В другом случае (рис. 7—7, В 
в телофазе 1 обнаруживаются два я 
одной диаде Х-хромосом. В одном из этих 


) анафаза [ протекает нормально, так что 


текает нормально и в телофазе П образуется два ядра, каждое из которых 
содержит по одной Х-хромосоме. (6) 


да Х-хромосом не делится и в телоф 


зуется два ядра, одно из которых не содержит Х-хромосомы, а другое 
содержит две Х-хромосомы. В результате всех этих событий ядро гаметы 
с вероятностью 25% не будет содержать Х-хромосомы, с вероятностью 25% 
будет содержать две Х-хромосомы и с вероятностью 50% будет содержать 
одну Х-хромосому. 

Итак, мы видим, что нерасщепление хроматид как в первом, так и во 


вод разованию некоторого количества 
яиц либо без Х-хромосомы, либо с двумя Х 


‚ образовавшаяся после нерасхождения хромо- 
сом, как правило, будет о 


лоидным набором аутосом содержит либо Х- 


ы можем пренебречь этой возможностью, пос- 
кольку нерасхождение происходит редко и вероятность того, что яйце- 
клетка, образовавшаяся после нерасхождения хромосом, будет оплодотво- 
рена спермием, также образовавшимся после нерасхождения хромосом, 
ничтожно мала. 

Если гипотеза о нерасхождении хромосом верна, то она должна _ 
диться в соответствии с генетическими данными. В необычной ео 
белоглазой самки (Х”Х"), образовавшейся после нерасхождения, я 
быть хромосомный набор либо Х®Х®, либо 0 (ноль означает отсутс 
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мальный спермий сам 
либо Х“*, либо У. 0. 
случайного оплодотв 


рме должна присутствовать в яйцеклетке). Нор- 
ца с красными глазами (Х""У) должен содержать 
жидаемые генотипы Е,, возникающие в результате 
орения этих гамет, изображены ниже: 


яйцеклетки  спермии потомство 


Хх" х"* хи хихи 


И а или и 
0 У АА 
0 У Филу. 


Отвлечемся на время от пола нетипичных потомков и будем классифи- 
цировать их только по цвету глаз. У типа 1 должны быть красные глаза; 
у типа 2 — белые глаза, у типа 3 — красные глаза; какой цвет глаз дол- 
жен быть у типа 4, сказать нельзя. Результаты генетических наблюдений 
удается объяснить, если предположить, что типы 4 и 4 летальны, тип 2 
представляет собой самок, а тип 3 — самцов. (Исходя из того представле- 
ния, что ХХ является самкой, а ХУ — самцом, естественно ожидать, что 
типы 1 и 4 не будут ни тем, ни другим, а следовательно будут летальны). 
Для доказательства этих предположений необходимо еще цитологически 
показать, что все необычные самки представляют собой ХХУ, т. е. кроме 
нормального для самок диплоидного набора хромосом они имеют еще лиш- 
нюю У-хромосому. Более того, каждый необычный самец должен, кроме 
нормальных аутосом, иметь одну Х-хромосому и не иметь У-хромосомы. 
При цитологическом изучении соматических диплоидных клеток необыч- 
ных самок и самцов было обнаружено, что все эти предсказания полностью 
оправдались. Кроме того, можно показать, что зиготы У0 летальны и что 
у особей Х“”*Х“Х® глаза красного цвета, но они обычно погибают, не 
достигнув зрелости. 

В то время как ХУ являются плодовитыми самцами, все без исключе- 
ния мухи ХО представляют собой стерильных самцов. Это значит, что для 
плодовитости самцов необходима У-хромосома: этот признак можно при- 
писать гену, присутствующему в У-хромосоме, но отсутствующему в Х. 
Заметим, что необходимо модифицировать хромосомные формулы для 
определения самцов, которые могут быть и ХУ и ХО, и для определения 
самок, которые могут быть ХХ и ХХУ. 


ХРОМОСОМЫ КАК ГЕНЕТИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ 


Теперь мы можем еще раз рассмотреть гипотезу, согласно которой хромо- 
сомы представляют собой материальную основу генов. В предыдущих 
главах были описаны следующие черты сходства свойств и поведения ге- 
нов и хромосом: и те и другие возникают от предсуществующих структур; 
и те и другие самореплицируются; и те и другие встречаются в виде пар 
во всех клетках диплоидной стадии организмов, размножающихся поло- 
вым путем, за исключением гамет; и те и другие реплицируются при 
каждом митозе и сохраняют при этом свою индивидуальность; и те и дру- 
гие способны мутировать, а затем удваиваться в новой форме; и те и другие 
расщепляются при образовании гамет, в которых они перестают быть спа- 
ренными, но потом снова объединяются случайным образом при оплодотво- 
рении; и утех и у других наблюдается независимое расщепление разных 
пар. Кроме того, было сделано предположение, что хромосомы больше 
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рекомбинационного гена (рекомбинационный ген — ев реком- 
бинирующая единица генетического материала), так как ген был опре- 
делен как наибольшее расстояние на хромосоме, внутри которого не может 
произойти обмен, приводящий к хиазме. а 

Можно, тем не менее, считать, что все эти параллели имеют случай- 
ный характер. В настоящей главе приводятся дополнительные данные, 
которые позволяют проверить предположение, согласно которому хромо- 
сомы являются материальными носителями генов. и 

Сцепление с полом, обнаруженное благодаря закономерной связи между 
передачей пола и передачей некоторых генов, является исключением по 
сравнению с характером передачи до сих пор рассматриваемых аутосомных 
генов. Это явление удалось объяснить, предположив, что определенные 
гены не имеют соответствующих аллелей в гомологичной хромосоме в осо- 
бях одного пола, но имеют их в особях другого пола. Оказалось необходи- 
мым предположить, что такой гемизиготностью отличаются самцы дрозо- 
филы и самки кур. Это нарушение в генном составе полностью коррелиро- 
вало с наличием пары гетероморфных хромосом у самцов дрозофилы и у 
самок кур, один из участников которой имеется в двойном числе У самок 
дрозофилы и у самцов кур. 

И, наконец, у дрозофилы было обнаружено исключение из исключе- 
ния — нарушение сцепления с полом, которое генетически можно объяс- 
нить тем, что рассматриваемой паре сцепленных с полом генов не удалось 
расщепиться. В результате этого образуются гаметы, либо содержащие 
два, либо не содержащие ни одного аллеля данного сцепленного с полом 
гена. Такое нерасхождение генов было объяснено нерасхождением хромо- 
сом, т. е. нерасхождением при мейозе пары Х-хромосом. Можно предска- 
зать, что при нерасхождении хромосом генетически необычные особи дол- 
жны содержать необычный хромосомный набор, что и было подтверждено 
в дальнейшем. 

В свете этих данных представление о том, что хромосомы являются 
материальными носителями всех до сих пор рассмотренных генов уже нель- 
зя считать лишь гипотезой, основанной на ограниченном числе фактов 
и потому возможно случайных. Эту гипотезу теперь нужно принять в каче- 
стве теории, которая подтверждается как типичными, так и атипичными 
рекомбинационными свойствами генов и хромосом. 

В последующих главах, как правило, не будут комментироваться те 
случаи, когда новые опыты и наблюдения будут подтверждать эту теорию, 
и поэтому читатель может считать, что все опыты, если только не оговорено 
противное, подтверждают ее. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


До сих пор мы изучали гены, расположенные в аутосомах. Они рекомби- 
нируют таким образом, что при реципрокных скрещиваниях двух гене- 
тически чистых линий получается потомство Е,, которое и генетически 
и фенотипически однородно. Это значит, что между признаком и полом 
особи, у которой проявляется этот признак, нет связи, поскольку аутосом- 
ные гены расщепляются независимо от генетического материала половых 
хромосом. 

У дрозофилы пол не является единственным признаком, который опре- 
деляется генетическим материалом, расположенным в половых хромосомах. 
Для ряда других признаков дрозофилы, кроме пола, реципрокные скрещи- 
вания двух разных чистых линий не дают одинаковых результатов. Разни- 
ца проявляется в фенотипе одного пола. Гены, которые обнаруживают 
такое сцепление с полом, не располагаются в аутосомах. У-хромо- 
сома не содержит аллелей этих генов, тогда как Х-хромосома их со- 
держит. 
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У человека и у дрозофилы ХУ представляет собой самца, а ХХ — сам- 
ку, тогда как птицы и бабочки гетероморфны и, следовательно, гетерога- 
метны в отношении половых хромосом самки. 

Иногда в результате нерасхождения половых хромосом в мейозе не 
происходит расщепления хромосом и образуются гаметы, которые либо 
не содержат половых хромосом, либо, наоборот, содержат две половые 
хромосомы. Если такое нерасхождение происходит у самок дрозофилы, 
гомозиготных по сцепленному с полом рецессивному гену, то при скре- 
щивании их с самцом, содержащим доминантный аллель, появляется неко- 
торое количество потомков, которые представляют собой исключение 
одновременно в отношении как сцепления с полом, так и содержания хро- 
мосом. Необычные свойства в одном отношении можно предсказать на 
основании необычных свойств в другом, и наоборот. 

Сцепление с полом и нерасхождение служат дополнительным подтверж- 
дением гипотезы, согласно которой материальной основой всех до сих пор 
рассмотренных нами генов являются хромосомы. Эта гипотеза подтверж- 
дается столь многими и столь разнообразными данными, что ее можно 
рассматривать как теорию, тем более что нет данных, ей противоре- 

чащих. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


7.1. При каких условиях сын может не получить У-хромосому от 
своего отца? 

7.2. Какие генотипы зигот могут получиться при скрещивании дро- 
зофил (Х“*У)х (Х“Х"), если во время мейоза и у самки, и у самца проис- 
ходит нерасхождение половых хромосом? Какие фенотипы должны быть 
в каждом случае? 

7.3. Можно ли утверждать, что ген сцеплен с половой хромосомой, 
если он не сцеплен ни с одной из аутосом? Поясните. 

7.4. У мужа и жены нормальное зрение, несмотря на то, что отцы 
обоих страдают цветовой слепотой. Какова вероятность того, что первый 
ребенок этой четы будет: 

а. нормальным сыном? 

б. нормальной дочерью? 

в. сыном, страдающим цветовой слепотой? 

г. дочерью, страдающей цветовой слепотой? 

7.5. Один из близнецов страдает гемофилией, тогда как второй (муж- 
ского пола) здоров. ы 

а. Каков вероятный пол близнеца, страдающего гемофилией? 

б. Являются ли близнецы монозиготными? Поясните. 

г. Каковы генотипы обоих близнецов и их матери? 

7.6. Сын и отец страдают гемофилией. Каковы наиболее вероятные 
генотипы родителей и ребенка? р Е 5 

7.1. Самец дрозофилы с прерванной кубитальной жилкой, черным цве- 
том тела и белыми глазами скрещивается с гомозиготной самкой дикого 
типа (нормальное жилкование, серый цвет тела и красные глаза). Затем 
отбираются самки первого поколения и скрещиваются © такими же сам- 

цами, каки их отец. 
Каковы ожидаемые частоты генотипов и фенотипов в последнем скре- 
щивании? р 

7.8. Можно ли утверждать, что материальной основой генов являются 
хромосомы? Поясните. 

7.9. Какие соображения можно привести в пользу того, что У дрозофи- 
лы в У-хромосоме отсутствуют гены, имеющиеся в Х-хромосоме? что в 
Х-хромосоме отсутствуют гены, имеющиеся в >06 

7.40. Перечислите данные, которые подтверждают теорию, согласно 
которой хромосомы являются материальными носителями генов. 
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7.11. Имеются ли данные, свидетельствующие о том, что в хромосомь 
содержится больше одного гена? 

7.12. Какая часть всех генов гемофилии типа А имеется у мужчин? 
Обоснуйте свой ответ. 

7.13. Если данный ген сцеплен с полом, то обязательно ли этот тен 
будет гемизиготен у особей одного пола? Поясните. 

7.14. В пробирке было проведено скрещивание двух дрозофил фено- 
типически дикого типа. Случайно все потомство Е, за исключением одной 
мухи, погибло. Выжившая муха оказалась белоглазым самцом с черным 
цветом тела и с прерванной кубитальной жилкой. Каковы наиболее веро- 
ятные генотипы родителей? 

7.15. При скрещивании чистых линий дрозофилы [самца с желтым 
цветом тела и самки с серым цветом тела (дикий тип)] в потомстве было 
получено 1241 самка серого цвета, 1150 самцов серого цвета и 2 самца 
желтого цвета. Реципрокное скрещивание дало 1345 самок серого цвета, 
924 самцов желтого цвета и 1 желтую самку. Каков генный и хромосомный 


ная жизнеспособность и плодовитость разных хромосомных типов? 

7.16. Самки дрозофилы с зазубренными краями крыльев (фенотип 
Мо{св) скрещиваются с самцами дикого типа. В Е, получаются следующие 
результаты: 550Ф Ф дикого типа, 472$ Ф с зазубренными крыльями, 515 
© 9 дикого типа. Дайте генетическое объяснение этому результату. 

ЗЫ лаборатории в течение многих генераций поддерживалась чис- 
тая по сцепленному с полом гену кораллового цвета глаз (сога]-150) линия 
дрозофилы. Для того чтобы продемонстрировать студентам сцепление 
с полом, самца с коралловыми глазами скрестили с самкой дикого типа. 
Все потомки Е, были такими, как и следовало ожидать. В реципрокном 
скрещивании самки с коралловыми глазами и самца дикого типа получи- 
лось следующее потомство: 62 самки с коралловыми глазами и 59 самцов 
дикого типа. Как можно объяснить такой необычный результат? Как мож- 
но проверить это объяснение? 

7.18. У дрозофилы дикого типа глаза имеют яйцевидную форму. Опре- 
деленная мутация Х сужает глаза. При использовании чистых линий 
скрещивание (мутант Ф)Х (дикий тин С), за редкими исключениями, дает 
в РЁ, мутантных сыновей и дочерей, а скрещивание (дикий тип Ф)Х (му- 
тант ©’) дает в Е, сыновей дикого типа и мутантных дочерей. 

Сужение глаз происходит также в результате другой мутации У. При 


что #1 сцеплен с полом? 

7.20. Какое практическое применение может иметь знание генов, сцеп- 
ленных с полом? 

7.21. Нормальный мужчина с группой крови АВ женится на нормаль- 
ной женщине с группой крови 0, отец которой страдал гемофилией. Какие 
фенотипы можно ожидать в потомстве этих супругов и с какой относитель- 
ной частотой? 

7.22. На схеме (рис. 7—8) изображена часть родословной потомков 
королевы Виктории Английской (1), в которой отмечены случаи ии 
филии (закрашено) только в поколении ГУ. Раскрасьте остальную ыы 
родословной (гетерозиготы по гену гемофилии закрасьте наполовину). 
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РИС. 7-8. 
Часть родословной потомков королевы Виктории Английской 
(Г1) (по Дж. Холдейну) 
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Глава 8 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОЛА 


ДРОЗОФИЛА , 


В седьмой главе уже говорилось, что обычная самка ДРтозорй а тедапо- 
заз{ет представляет собой ЗАА -- ХХ, а самец — ЗАА + ХУ. На осно- 
вании одного только этого факта нельзя, однако, вскрыть хромосомную 
природу определения пола, поскольку мы имеем дело с двумя переменны- 
ми — Хиу. Действительно, неясно, является ли самец самцом потому, 
что у него имеется У-хромосома, или потому, что у него имеется только 
одна Х-хромосома, или, наконец, потому, что у него имеется одна Х- и одна 
У-хромосома. 

Зная пол мух, имеющих, кроме двух наборов аутосом, следующие 
наборы половых хромосом: ХХУ (самки), ХХУУ (самки), ХО (самцы), 
можно сделать заключение, что у данного организма У-хромосома не опре- 
деляет пола. (Как уже отмечалось в главе 7, У-хромосома необходима для 
плодовитости: у самцов ХО спермии неспособны к активным движениям.) 

Итак, мы знаем, что У дрозофилы пол определяется альтернативными 
хромосомными наборами ХХ и Х. Возникает вопрос: в чем заключается 
детальная генетическая основа пола, другими словами — какие гены, 
расположенные в Х-хромосоме, определяют пол? Рассмотренные до сих 
пор данные можно интерпретировать так, что пол определяется только 
одной парой генов (в случае ХХ) или одним геном (в случае Х). Такая 
интерпретация подразумевает следующее. Для сцепленного с Х-хромо- 
сомой гена, определяющего пол, нет необходимости иметь альтернативный 
аллель, поскольку наличие одного такого гена приводит к образованию 
особей одного пола, а наличие двух — к образованию особей противопо- 
ложного пола. Доминирования при этом нет. Можно также утверждать, 
что в У-хромосоме нет аллеля этого гена. Однако для того чтобы связать 


1. ген, определяющий пол, должен быть расположен в той области 
Х-хромосомы, по которой ее можно цитологически отличить от У-хро- 
мосомы; 

2. в пределах этого цитологически отличающегося сегмента между 
Х- и У-хромосомами не должно образовываться хиазм. 

Эти постулаты необходимы для того, чтобы сохранить точное соответ- 


риала, определяющего пол. Следовательно, несмотря на то, что в участке, 
где Х- и У-хромосомы гомологичны (например, обе содержат аллели гена 


этого гена, если она цитологически выглядит как У-хромосома. Эти требо- 
вания кажутся весьма разумными, так как между цитологически отли- 
чающимися областями хромосом не образуется синансиса, а при его отсут- 
ствии не могут происходить и обмены, приводящие к хиазмам. 

Для того, чтобы лучше понять цитогенетическую основу пола, рассмот- 
рим описанные в работе Стертеванта результаты скрещиваний некоторых 
лабораторных линий Д. теаповазйет. В одной линии вместо обычных 
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50% самок и 50% самцов получается необычное соотношение полов: при- 
мерно 75% самцов и 25% самок (табл. 8—1, А). Поскольку в этой необычной 
линии до стадии взрослых мух развивается тот же процент яиц, что и в 
обычной, этот ненормальный результат нельзя объяснить наличием гена, 
понижающего жизнеспособность самок. 

Можно предположить, что в этом необычном случае на определение 
пола оказывает влияние аутосомный ген. Этот ген был назван трансфор- 
матором; было предположено, что он имеет два аллеля: {та' и {та. Пред- 
полагается, что гомозиготы по {та всегда являются самцами независимо 
от наличия генов Х-хромосомы (та фта эпистатично, а гены Х-хромосомы 
гипостатичны) (см. главу 4, стр. 57—59), тогда как у гетерозигот и гомозигот 








Таблица 8—1 
НЕНОРМАЛЬНОЕ СООТНОШЕНИЕ ПОЛОВ У ДРОЗОФИЛЫ 
А. Фенотипы Б. Генотиты 
Самка Х самец ..... Р.ХХга* тах ХУ га иа 


91 Х та+, 1-Х та] Хата, 12Уга 
К: 25%ХУ та таб 
75% самцов ......./’25%ХУ 1та+ таб 
“а 25% ХХ та таб’ (трансформи- 
рованные ©) 
25% самок ...... .25%ХХиа+ та Ф 





по {та’ пол определяется генами Х-хромосомы (в этом случае гены пола, 
расположенные в Х-хромосоме, эпистатичны). Поэтому ХХ особи, которые 
одновременно являются {та фта, будут самцами (трансформированные сам- 
ки), что и объясняет их преобладание в потомстве. Так, скрещивание ХУ 
{та 1та (самец) с ХХ гта’йа (самка) дает в потомстве 1/, ХУ {та та (сам- 
цы), 1/1. ХУ 17а" ва (самцы), 1/« ХХ {та #та (самцы, трансформированные 
самки) и!/. ХХ гта’ На (самки) (табл. 8—1,Б), что и соответствует получен- 
ным в опыте соотношениям. Все эти предположения были проверены также 
с помощью других скрещиваний и подтвердились. Это доказывает, что 
аутосомные гены также участвуют в определении пола. Отметим только, 
что аллель та встречается очень редко: почти все встречающиеся в при- 
роде дрозофилы оказываются гомозиготами по #та”. 

Пока мы описали только два пола у дрозофилы. Однако иногда встре- 
чаются особи промежуточного пола, которые в некоторых отношениях 
представляют собой одновременно и самок и самцов. Такие промежуточ- 
ные типы, которые называются интерсексами (см. рис. 8—1, В), стерильны. 
Интерсексы относительно часто встречаются в потомстве триплоидных 
самок (3№). На рис. 8—2 схематически изображены хромосомы таких три- 
плоидов на стадии митотической метафазы. Х-хромосомы на этом рисунке, 
в отличие от аутосом, закрашены в черный цвет, а У-хромосома обведена 
пунктиром. 

Часть гамет триплоидных самок гаплоидна, часть диплоидна, и, нако- 
нец, в остальных гаметах могут быть любые комбинации, когда одни хро- 
мосомы представлены в единственном числе, а другие — в двойном. При 
оплодотворении гаплоидных яйцеклеток спермиями нормальных самцов 
образуются нормальные самцы и самки. При оплодотворении диплоидных 
яиц спермием, содержащим Х-хромосому, получаются триплоидные самки. 
При оплодотворении диплоидной яйцеклетки спермием, содержащим 
`У-хромосому, получаются мухи с набором половых хромосом ХХУ ис трой- 
ным набором аутосом. Такие мухи являются интерсексами. Другие интер- 
сексы содержат три набора аутосом и ХХ, одну Х-хромосому они полу- 
чили из яйцеклетки, в которой имелось два набора аутосом, а другую 
Х-хромосому — из спермия. 
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РИС. 8-1. 


Некоторые ненормаль- 
ные половые типы дро- 
зофилы 


А — сверхсамка; БЬ— сверх- 
самец; В— интерсекс. Срав- 
ните с нормальным самцом 
и нормальной самкой на 
рис. 2—6 





При влимательном изучении оказалось, 
ных дрозофил встречаются еще два половых 
глядят не как интерсексы, а как стерильные 


характерные признаки женского пола пр 


что среди потомства триплоид- 
типа (рис. 8—1, 8—2). Они вы- 


мухи называются сверхсамцами). Сверхс 
аутосом и три Х-хромосомы и развивают 
один набор аутосом и две Х-хромосомы 
с Х-хромосомой. Они обычно гибнут, не достигнув зрелости (см. стр. 105) 
у сверхсамцов имеется три набора аутосом и ХУ. Развиваются они из 
яйцеклеток, содержащих двойной набор аутосом и одну Х-хромосому 
и оплодотворенных спермием с У-хромосомой. 


Какие заключения о характере определения пола можно сделать на 
основании этих сведений о хромосомном наборе разных половых типов 
дрозофилы? 1 


Имея в виду, что пол оп 


амки содержат двойной набор 
ся из яйцеклеток, содержащих 
после оплодотворения спермием 


но число Х-хромосом и число аутосом, 
У наборов аутосом (так назы- 
). Этот индекс изменяется от 0,33 для сверх- 
при индексе 0,5 развивается 
абора аутосом можно рассматривать как 


усиление тенденции к образованию мужского пола, в результате чего полу- 





+ Дальнейшее изложение основано на данных К. Бриджеса. 
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чается сверхсамец. Когда половой индекс равен 1,0, развиваются нормаль- 
ные самки. При этом тенденция к образованию женского пола, контроли- 
руемая одной Х-хромосомой, пересиливает тенденцию к образованию 
мужского пола, контролируемую одним набором аутосом. Если же индекс 
лежит между 0,5 и 1,0, — получаются интерсексы. По аналогичным сообра- 
жениям это происходит вследствие того, что влияние двух Х-хромосом 
частично пересиливается одним лишним набором аутосом. И, наконец, 
когда индекс равен 1,5, влияние Х-хромосом в сторону образования жен- 
ского пола становится столь велико, что развиваются сверхсамки. 


Таблица 8—2 
ПОЛОВОЙ ИНДЕКС И ТИП ПОЛА У Ш. тааповазег 





Половой индекс 
Число Число на- 











Фенотипы Х-хро- боров ау- число Х-хромосом 
мосом Тосом (А- 
наборов) число / 

Сверхсамка 3 2 бэ 

тетраплоид А А 1,0 
Нормальная } триплоид 8 Э 1,0 
самка диплоид Уд и 1,0 

гаплоид 1 1 1,0 
Интерсекс 2 3 0,67 
Нормальный самец 1 о 0,50 
Сверхсамец 1 3 ‚33 





Эти результаты свидетельствуют о том, что пол определяется соотноше- 
нием генов, расположенных в Х-хромосоме, и генов, расположенных 
в аутосомах. В соответствии с этой точкой зрения существенную роль игра- 
ет только соотношение генов, так что при индексе 1,0 должны образовы- 
ваться типичные самки независимо от того, является ли особь диплоидом 
(2Х + 2 набора аутосом), триплоидом (3% -- 3 набора аутосом) или тетра- 
плоидом (4Х -р 4 набора аутосом), что и наблюдается в действительности. 
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Сверхсамка СВерхсамец 
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самка Интерсекс Самец 
РИС. 8-2. 





Хромосомный набор разных половых типов, встречающихся 
в потомстве триплоидных самок ДР. теапозазег 


8 И. Гершкович 
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Были обнаружены особи, у которых некоторые части - ОБИ ради 
идный набор (1Х -Р 1 набор аутосом). Как и следовало Е ны р дя из 
полового индекса, равного в этом случае 1,0, эти части дают 
типичными признаками женского пола. Поскольку все известные факты 


подтверждают точное соответствие между половым типом и хромосомным 
составом, можно принять, что пол у дрозофилы обычно определяется соот- 
ношением или балансом хромосом. 

Какова связь между соотношением аутосом и Х-хромосом и геном ёта, 
трансформирующим пол? Когда особи содержат #та’, пол определяется 
балансом аутосом и Х-хромосом. Такой случай встречается чаще всего. 
Когда же особь гомозиготна по {та, балансовая теория определения пола 
уже неприложима и при наличии набора 2Х --ЗАА получается самец. 


ГИНАНДРОМОРФЫ 


В популяции дрозофилы изредка встречаются необычные мухи, у которых 
одни части тела обладают признаками мужского пола, а другие — жен- 
ского. Такие мухи мозаичны по половым признакам и называются гинан- 
дроморфами (рис. 8—3). Мужские и женские участки тела у них четко раз- 
делены. В одних случаях признаками противоположного пола обладают 
передняя и задняя половины, в других — правая и левая стороны тела. 
Наличие резкой границы между участками тела мужского и женского 
типа и гинандроморфных насекомых объясняется тем, что в процессах 
дифференциации гормоны играют у них относительно малую роль и кад‹- 
дая часть тела формируется в соответствии со своим собственным гено- 
типом. Исходя из ранее приведенных соображений, можно ожидать, что 
у гинандроморфов во всех диплоидных клетках женской части тела содер- 
жится по две Х-хромосомы, в клетках мужской части — по одной Х-хро- 
мосоме, а аутосомный хромосомный набор везде нормален. Если это так, 
то гинандроморфы, у которых примерно половина тела имеет признаки 
мужского пола, а половина — женского, могли возникнуть следующим 
образом. Муха начинает свое развитие из зиготы ЗАА -[Р ХХ, т. е. как 
самка; однако первое митотическое деление ядра зиготы происходит 
ненормально. Одно дочернее ядро нормально и содержит ЗАА + ХХ, 
а другое дочернее ядро дефектно и содержит ЗАА -- Х, так как одна из 
Х-хромосом, которая должна была войти в него, дегенерировала и была 
поэтому потеряна. Затем следуют нормальные деления ядер. Клетки, 
образовавшиеся в результате митоза ядра с двумя Х-хромосомами, дают 


РИС. 8-3. 


Гинандроморф 0). тейа- 
погазет. Левая часть — 
женского пола, правая— 
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ткани женского пола, а клетки 


Е ‚ происходящие от ядра с одной Х-хро- 
мосомой, — ткани 


мужского пола. В этом случае у гинандроморфа одна 
половина имеет признаки мужского, а другая половина — признаки 
женского пола. Если же Х-хромосома была потеряна во время какого-ли- 
00 более позднего митоза, участок тела, имеющий признаки мужского пола, 
оудет соответственно меньше. Таким образом, можно объяснить существо- 
вание гинандроморфов, у которых одна четверть или еще меньшая часть 
тела принадлежит мужскому полу. 

Для того, чтобы показать, что такое объяснение в ряде случаев бывает 
правильным, можно воспользоваться сцепленным с Х-хромосомой геном, 
который фенотипически проявляется на большей части тела, а именно 
геном, влияющим на размер и форму щетинок. Этот ген называется виль- 
чатые щетинки (Тоткед), два его аллеля обозначаются 124 и }. У мух, 
гомозиготных (самки) и гемизиготных (самцы) по /34°, щетинки имеют нор- 
мальную длину и форму. Однако у мух, несущих /{, имеются укороченные, 
согнутые и раздвоенные на конце щетинки. У гетерозигот ]4/] щетинки 
ненормальны в меньшей степени и их фенотип называется «слабо выражен- 
ные вильчатые щетинки». В отношении потомства такого скрещивания, 
в котором потомки женского пола были бы гетерозиготами ]34°/}, о фено- 
типе изредка возникающих среди сибсов гинандроморфов можно сделать 
следующие предсказания: у всех гинандроморфов, образовавшихся ука- 
занным выше путем, части тела с признаками женского пола будут иметь 
фенотип слабо выраженные вильчатые щетинки, а на частях тела с призна- 
ками мужского пола будут либо нормальные щетинки, либо ярко выражен- 
ный фенотип вильчатые щетинки, в зависимости от того, какой ген содер- 
жался в утерянной Х-хромосоме —] или, соответственно, / 34°. Результаты 
проведенных опытов полностью подтверждают эти предсказания. 

Гинандроморфы встречаются и среди бабочек. У самцов бабочек обыч- 
но бывают большие красиво раскрашенные крылья, а у самок — малень- 
кие и короткие. Были обнаружены гинандроморфы, у которых крылья 
на одной стороне такие же, как у самцов, а на другой — как у самок. Эти 
исключения можно объяснить примерно так же, как и в случае дрозофилы. 
Однако у бабочек гинандроморфы обычно начинают развиваться как муж- 
ская зигота ХХ. 

Таким образом, можно объяснить возникновение большинства гинан- 
дроморфов дрозофилы и других насекомых, у которых самцы обладают 
гетероморфными половыми хромосомами; однако некоторые гинандро- 
морфы возникают иначе. Крайне редко после мейоза возникает ненормаль- 
ная яйцеклетка, в которой содержится не одно, а два гаплоидных ядра. 
Поскольку у насекомых иногда встречается полиспермия, т. е. проникно- 
вение в яйцеклетки нескольких спермиев (хотя в норме в оплодотворении 
ядра участвует только один), одно из двух гаплоидных ядер такой неооыч- 
ной яйцеклетки может оплодотвориться спермием, несущим Х-хромосому, 
а другое — спермием, несущим У-хромосому. Образовавшаяся при этом 

особь будет гинандроморфом (наполовину самцом, наполовину самкой). 
Такой тип гинандроморфа можно идентифицировать, если два отцовских 
или два материнских гаплоидных ядра гамет по-разному маркированы 
но паре аутосомных генов. 


ЧЕЛОВЕК И МЫШЬ 


У людей пол определяется при оплодотворении. Зиготы, содержащие ХУ, 
развиваются в индивидуумов мужского пола, а ХХ виготы — в индивиду- 
умов женского пола. В начале эмбрионального развития половые железы, 
или гонады, нейтральны, т. е. они не обнаруживают макроскопических 
признаков, на основании которых можно было бы решить, во что разовьет- 
ся данная гонада: в семенник или в яичник. Ранняя гонада состоит из двух 
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слоев: внешнего кортикального и о ИА }В процесс» 
развития у эмбрионов с У-хромосомой (мужской пол) к р ее слой 
дегенерирует, а из медуллярного развиваются ВН, У и С тено. 
типом женского пола дегенерирует медуллярный слой, а из кортикального 
формируется яичник. 

Как только образуются семенники или яичники, они начинают кон. 
тролировать дальнейшую половую дифференциацию с помощью проду- 
цируемых ими гормонов. Эти гормоны направляют развитие или дегене. 
рацию различных половых протоков, образование половых органов и дру. 
гих вторичных половых признаков. Поскольку половая дифференциация 
находится в значительной мере под контролем половых гормонов, то не 
Удивительно, что среди генетически нормальных индивидуумов наблю- 
даются вариации в отношении морфологических половых признаков. Дей- 
ствительно, любое изменение внешних условий, влияющее на образование 


типы, лежащие между двумя нормальными половыми типами. Такие инди- 
видуумы выглядят как интерсексы. Иногда бывает легко установить, что 


половых хромосом. Диплоиды по аутосомам с од 
бывают только одного типа: это ХО-особи женск 


Диплоиды по аутосомам ст 


типов: ХХХ являются женщинами (иногда 
ХУУ и ХХУ — мужчинами 


значительные вариации. Наприм 
мом отличаются умственной отст. 
Кроме того, хотя во всех извест 
были стерильны, у некоторых 
влечение. У мышей ХХУ особи 


ер, некоторые мужчины с этим синдро- 
алостью, в то время как другие — нет. 
ных до сих пор случаях такие мужчины 
из них наблюдалось нормальное половое 
являются стерильными самцами. 
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сохраняет эту Си 

Все случаи, ко 
мальный набор 1 
хромосом, в резул 


вого деления). 
© возрастом, 





Известны еще диплоиды по а 
$ вестны ет ы >. по аутосомам со следующими наборами половы? 
=: (+); ХХХУ (<); ХХУУ (9); хХхХхххХ (©); ХХхху 
(<); ХХХУУ (4). Отсюда ВИДНО, ЧТО в противоположность дрозофиле, и у 


человека и у мыши У-хромосома ок й 
р. казывает решаю 
к м ь р щее воздеиствие на опре- 


иг. к оо ‘мужского пола достаточно наличия 
особи женско 7 Утствие 1-хромосомы приводит к образованию 
го пола. Для того, чтобы особь была жизнеспособна, обяза- 
гельно наличие Х-хромосомы. > 
мет У человека и у мыши пол определяется наличием или отсут- 
ь. = хромосомы, по-видимому, в той характерной области этой хро- 
› по которой она идентифицируется цитологически, должен нахо- 
Диться один или несколько генов, определяющих мужской пол, тогда как 
в Х-хромосоме не должно быть соответствующего аллеля или аллелей. 
Приняв, что наличие в У-хромосоме генов, определяющих мужской пол, 
приводит к образованию мужского организма, можно задать вопрос: что 
же ооусловливает развитие женского организма в отсутствие У-хромосо- 
мы? Очевидно, имеются еще и другие гены, влияющие на пол и располо- 
женные не в У-хромосоме. Эти гены направляют развитие в сторону жен- 
ского пола. Наличие женских признаков у людей с хромосомным набором 
ХХУ говорит о том, что Х-хромосома содержит гены, которые влияют на 
нормальную половую дифференциацию и, если они имеются в избытке, 
вызывают сдвиг в сторону женского пола. По-видимому, Х-хромосома 
сохраняет эту способность и в отсутствие У-хромосомы. 

Все случаи, когда во всех клетках тела содержится одинаковый ненор- 
мальный набор половых хромосом, можно объяснить нерасхождением 
хромосом, в результате чего происходит либо потеря, либо приобретение 
лишних хромосом. Нерасхождение имеет место либо во время мейоза, либо 
в начале дробления оплодотворенной яйцеклетки (вероятно, во время пер- 
вого деления). Частота таких нерасхождений у женщин увеличивается 
с возрастом. у 

Кроме того, на основании изучения распределения мутаций, сцеплен- 
ных с Х-хромосомой, было показано, что нерасхождение, приводящее 
к ненормальному числу половых хромосом, иногда происходит среди хро- 
мосом, полученных от отца. Такой источник аномалий иллюстрируется 
случаем, когда мужчина, страдавший цветовой слепотой, имел дочь ХО 
© нормальным зрением. Поскольку в яйцеклетках некоторых старых дро- 
зофил происходит потеря отцовских хромосом после оплодотворения, 
необходимо учитывать возможность того, что потеря отцовской хромосомы 
у человека может происходить как до, так и после мейоза. Благодаря 
премейотическому нерасхоя‹дению отцовских хромосом у женшины с цвето- 
вой слепотой может родиться сын © синдромом Клайнфельтера и нормаль- 
ным зрением. 2 

Довольно большое количество людей, у которых разные части тела 
отличаются по хромосомному набору, представляют собой организмы, 
мозаичные по половым хромосомам. Известны мозаики следующих типов: 
ХХхХ/ХО; ХХ/ХО; ХУ/ХО; ХХУ/ХХ; ХХХУ/ХУ. Эти аномалии обыч- 
но бывают обусловлены происходящими после оплодотворения нарушения- 
ми в распределении хромосом между дочерними ядрами. Хотя такие орга- 
низмы и мозаичны, а некоторые из них даже имеют одну гонаду типа яич- 
ника, а другую — типа семенников, по своим внешним признакам они не 
являются гинандроморфами, так как половые гормоны распространяются 
по всему телу. Хотя ХХУ мужчины часто представляют собой типичных 
интерсексов, аналогичных им женщин, ХО, ХХХ, отличающихся непол- 
ным половым созреванием, лучше рассматривать как «инфрасамок» из-за 
их половой недоразвитости. На основании всего выше сказанного должно 
стать очевидным, что первопричнна некоторых специфических половых 
аномалий может заключаться либо в аномальных внешних условиях, либо 
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в аномальном хромосомном наборе (следует еще иметь в виду возможность 
существования и других мутаций, кроме изменения числа половых хро- 
мосом, влияющих на пол). Учитывая все это, ясно, что для постановки 
диагноза, а, следовательно, и выбора метода лечения половых аномалий 
желательно проводить подсчет числа хромосом. 


СООТНОШЕНИЕ ПОЛОВ У ЧЕЛОВЕКА 


Рассмотрим, как генотип связан с соотношением, п 
ным числом рождающихся мальчико 
100 девочек рождается 106 м 
взгляд может показаться ует ожидать, что 
а половина У-хромосому и все яйцеклет- 
так что соотношение мальчиков и девочек дол- 
: 1. Однако даже в то 


дается тем, что в эякуляте человека обнаружены спермии двух типов, 
отличающихся по форме и размеру головки (Г. ЗВеез, 1960) (рис. 8—4). 
Если предположить, что спермии меньших размеров содержат У-хромосо- 


но уменьшается с возрастом, достигая 1,036 : 4 среди детей пожилых роди- 
телей. Как можно объяснить это существенное уменьшение? Возможно, 
с возрастом матери увеличивается либо вероятность аборта эмбриона муж- 
ского пола с нормальным хромосомным набором, либо вероятность потери 
хромосом во время первых митотических делений оплодотворенной яйце- 
клетки. Потеря Х-хромосомы в зиготе ХУ окажется летальной, так что при 
этом произойдет аборт эмбриона, который стал бы мальчиком. Если же 
Х-хромосому потеряет зигота ХХ, все равно может родиться девочка. 
Более того, если в зиготе ХУ будет потеряна У-хромосома, вместо мальчика 
может родиться девочка. Может играть роль и повышение частоты нерас- 
хождения хромосом с увеличением возраста матери (зиготы ХХХ дают 
жизнеспособных детей женского пола, а УО, по-видимому, гибнут до 


Следует Учитывать и возможность того что отцы тоже в какой-то мере 
‚ Ц 


ответственны за это изменение соотношения полов. С возрастом отца может 


вероятность того, что в Х У-тетраде произойдет нерасхождение и в резуль- 
тате этого образуются спермии, содержащие соответственно ХХ, УУ, 0. 
Первые два спермия могут дать нормальных дочерей, последний — недо- 
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но, используя основные положе- 
ния о природе определения пола, 
о потере и нерасхождении хромо- 
сом, строить различные гипотезы, 
с тем, чтобы затем подвергнуть их 
экспериментальной проверке. 

При изучении родословных под 
углом зрения соотношения полов 
иногда обнаруживаются случаи, 
когда подряд рождается несколько 
детей одного пола. Это, естествен- 
но, может быть результатом про- 
стого совпадения, если изучено 
большое количество родословных. 
Однако описана семья, в которой 
подряд родилось 47 мальчиков. Из- 
вестен и другой достоверный слу- 
чай, когда в одной семье подряд 
родилось 72 девочки. Практиче- 
ски невероятно, чтобы эти два при- 
мера были результатом простой 
случайности. 

Пока неизвестно, чем объясня- 
ются такие случаи у человека, 
однако сходные ситуации появле- 
ния у дрозофилы потомства почти 
исключительно женского пола мо- 
гут помочь понять причину суще- 
ствования у человека таких родо- 
словных, в которых рождаются де- 
ти только одного пола. В первом 
из случаев, о которых пойдет речь, 
в потомстве почти исключительно 





РИС. 8-4. 
Форма головки спермиев человека 


Спермии с круглой головкой меньше по размерам 
и встречаются в большем числе, чем спермии с 
овальной головкой. Вероятно, в первых содержит- 
ся У-, а во вторых — Х-хромосома 


было обнаружено, что за появление 


одних самок были ответственны их 


ХУ отцы, которые несут ген соотношение полов. Под влиянием этого гена 
Х- и У-хромосомы не образуют синапсиса, а Х-хромосома реплицируется 
лишний раз, образуя тетраду. Поскольку почти все У-хромосомы во время 
мейоза дегенерируют, почти все спермии содержат Х-хромосому. Во вто- 
ром случае причина коренится в самках, которые передают через яйце- 
клетку своим потомкам определенный микроорганизм — спирохету. При 
скрещивании таких самок с нормальными самцами образуются, как обыч- 
но, зиготы, которые начинают развиваться. Однако в самом начале разви- 
тия спирохеты убивают эмбрионы ХУ, так что почти все выжившие особи 


представляют собой самок. 


Соотношение полов можно было бы изменять по желанию, если бы 
имелась возможность контролировать генотипы зигот. Поскольку У чело- 
века спермии, содержащие Х- и У-хромосомы, очевидно отличаются цито- 
логически (рис. 8—4), теоретически возможно отделить их друг от друга 
и таким образом контролировать пол потомства. Исследователи, работаю- 
щие в России, Соединенных Штатах и Швеции, провели на различных 


животных ряд небезуспешных опытов 
электрофореза и центрифугирования. 


в этом направлении с использованием 


Хотя эти эксперименты и дали обна- 


деживающие результаты, они тем не менее не всегда однозначны, а с03- 
панные методики пока еще не пригодны для практического использо- 


вания. 
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ПЕРЕПОНЧАТОКРЫЛЫЕ 


и пильщиков 
к перепончатокрылых, например пчел, а ны ых ы ь + 
я аи 6. лая ой самки. Гаплоидные 
оплодотворенных обычно раз банноеВ ме 
ы, в результате соответствующим образом модифицир мейо 
ть а образуют гаплоидную сперму. Все Е тым 
так и самцов обладают морфологически идентичным хромосом ором. 
У осы-паразита Набтобтасоп и ата, в случае близкого родства меж 
ду родителями, часть потомства мужского пола оказывается гаплоидной, 
но у другой части, подобно потомству женского пола, имеется десять пар 
хромосом. Генетическое изучение таких диплоидных самцов показыва- 
ет, что они происходят от двух отцов. Диплоидные самцы отличаются 
пониженной жизнеспособностью. Изучение скрещиваний внутри линий 
и между ними подтверждает представление о том, что у этого организма 
пол определяется серией множественных аллелей (Р. \. УШипо, 1943). 
Особи, гаплоидные по этому генному локусу или области хромосомы, 
являются самцами, диплоидные тетерозиготы — самками, а диплоидные 
гомозиготы — полустерильными самцами. 





РОЛЬ ГЕНОТИПА В ОПРЕДЕЛЕНИИ ПОЛА 


У некоторых организмов и мужские и женские гаметы образуются одной 
и той же особью. Такие животные называются гермафродитами (от имен 
Гермеса и Афродиты), а растения — однодомными. В гонадах гермафро- 
дитов-улиток Не образуются и спермии и яйцеклетки, причем из клеток, 
которые могут располагаться очень близко друг от друга. У земляного 


х половых органах 
(расположенных на одном и том же гаплоидном гаметофите). 


единым генотипом, т. е. генетически не мозаичен. Тем не 
бы предположить, что яйцеклетка и спермий различаются по своему 
гаплоидному генотипу, и поэтому отличается и их 


х фенотин, и их поведение. 
Однако в случае гаметофитов мхов особъ, образующая гаметы, гаплоидна, 
так же как и образуемые ею гаметы. Поэтому нельзя ожидать, что причи- 
ной образования гамет, а также разницы между ними у таких организмов 
может служить различие в содержании генов. 

Образование гамет У гермафродитов и однодомных растений должно 
зависеть, таким образом, в основном, от различий во внешних условиях. 
Эти различия должны существовать даже для близколежащих клеток, 


циацию третьей группы клеток в ткань гонады, в которой в свою очередь 
соседние клетки могут далее дифференцироваться в яйцеклетки и спермии. 


: Отметим, однако, что имеется и другой тип половой дифференциации, 
который, по крайней мере у некоторых организмов типа мхов, не связан 


У ‚› которую мы здесь не будем подробно 
суждать, связана с генетическими и внешними условиями, ответствен- 


являющегося основным актором, 
определяющим Успех полового проце ы - 


местоположения клеток в одном орга 
гались различным внутренним 


кольчатого червя Орйтуотгосра пол определяется размером организма. 
Когда животное мало по размерам либо потому, что еще не выросло, либо 





по-разному ре 





ЗНАЧЕНИЕ ПО: 


Если бы размен 
была бы засе; 
вариант возни 
в свою оче 

такое прямое 


== 
„7 > 7 
Я 


мы что представляет собой отделившуюся часть большего организма, 
к. Мани. Ви: Когда червь вырастает, та же самая особь начинает 
р твать яйцеклетки. В этом случае внешние по отношению к гонадам 
условия изменяются с ростом организма. 
2 ноосмотриы, наконец, определение пола у морского червя ВопеШа, 
|. м и противоподоженого пола резко отличаются как по внеш- 
я. СЫ поведению. Самки размером с грецкий орех 
А м хоботком, а самцы представляют собой микроскопи- 
рганизмы с ресничками, ведущие паразитический образ жизни 
в теле самок. Оплодотворенная яйцеклетка развивается в самку в отсут- 
ствие взрослых самок, ав присутствии взрослых самок или даже экстракта 
из их хоботка оплодотворенная яйцеклетка развивается в самца. Таким 
ооразом, в этом случае вообще вся дифференциация, включая половую, 
регулируется присутствием или отсутствием в окружающей среде хими- 
ческих веществ, продуцируемых самкой. 

Пока ничего не было сказано о специфической генетической основе 
определения и дифференцировки полов в описанных случаях, поскольку 
разные половые типы и разные типы гамет определялись не генетическими 
различиями между клетками, органами или организмами, а различиями 
в условиях среды, действующей на одинаковые генотипы. Тем не менее 
и в этих случаях гены должны играть важную роль, позволяя клеткам 
по-разному реагировать на разные внешние условия. 


ЗНАЧЕНИЕ ПОЛОВОГО ПРОЦЕССА 


Если бы размножение всегда проходило бесполым путем, то и тогда Земля 
была бы заселена генетически различающимися организмами. Каждый 
вариант возникал бы в результате мутации в предыдущей особи, которая 
в свою очередь произошла из непрерывной линии поколений. Однако 
такое прямое наследование мало эффективно, поскольку биологически 
приспособленные особи, для того чтобы стать более приспособленными, 
должны ждать возникновения редко происходящих мутаций. 

Появление полового процесса дает колоссальные генетические преиму- 
щества по сравнению с бесполым размножением. При половом процессе 
возможны тенетические рекомбинации, которые ускоряют процесс эво- 
люции, т. е. процесс создания более приспособленных организмов. Более 
приспособленный генотип может возникнуть в результате объединения 
в одном организме аллельных и не аллельных генов, принадлежавших 
до этого обоим родителям, причем родители могли быть хуже или даже 
плохо приспособлены к окружающим условиям. Поскольку в норме реком- 
бинация каждой пары генов происходит в каждом поколении, то адаптив- 
ные комбинации генов возникают гораздо чаще за счет рекомбинации, чем 
за счет относительно редких мутаций. Отсюда должно быть очевидно, что 
громадное разнообразие приспособленных особей, существующих сейчас 
на Земле, обеспечено в первую очередь половым процессом, который за тот 
же период времени образует большее разнообразие приспособленных 
тенотипов, чем бесполое размножение. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Для того чтобы понять природу пола, необходимо ответить на два вопроса: 
какие факторы ответственны за начало мейоза? какова природа образова- 
ния гамет разного типа? В этой главе относительно подробно обсуждался 
только второй вопрос. Было показано, что в ряде случаев пол в первую 
очередь определяется внешними условиями, а в ряде случаев — геноти- 
пом. Когда пол определяется генотипом, часто удается связать различия 
между полами с различиями в хромосомном наборе. 
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Гены, ответственные за определение пола, располагаются не только 
з половых хромосомах, но и в аутосомах. Хотя пол может быть изменен 
‘под действием всего лишь одной пары генов, каждый пол обычно является 
результатом взаимодействия нескольких, возможно, многих пар тенов. 
Пол, таким образом, является полигенным признаком (глава 5). 

Различие в хромосомном наборе зигот является видимым проявлением 
разницы в балансе генов, участвующих в определении пола. Если, как 
в случае самок дрозофилы, при добавлении или потере полного набора 
хромосом баланс генов не изменяется, то не изменяется и пол. Те же изме- 
‘нения числа хромосом, которые приводят к промежуточным значениям 
баланса генов, приводят к образованию и промежуточных типов пола — 
‘интерсексов. Изменения, приводящие к балансу, выходящему за границы 
нормы, вызывают появление суперсексов. 

Эти принципы применимы и к человеку. У людей и у многих других 


8.6. Существуют ли изоаллели генов, определяющих размер и форму 
щетинок у дрозофилы? Поясните. 

8.7. Какие скрещивания можно поставить с использованием сначала 
аутосомных аллелей е и её’, а затем сцепленных с полом аллелей у иу', 
для идентификации гинандроморфов дрозофилы, возникающих в резуль- 


число хромосом». Какие данные подтверждают такую точку зрения? 
8.10. У людей известны следующие типы мозаичности: 


ххх/хо ХХУ/хх 
хх/хо ХХХУ/ХУ 
ХУ/Хо 


Каково возможное происхождение каждого из этих типов? 
озможно ли появление однояйцевых близнецов человека проти- 
воположного пола? Поясните. 
8.12. Необходимо ли для обнаружения гена существование альтерна- 
тивного аллеля? Поясните. 
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8. р 
‚. ны ее схематическое изображение тривалента во время синапси- 
, ждая хромосома несет по одному и Й 

} з трех разных аллелей а! 

а*, а3 одного гена. ы не ый 
Е 

Изобразите схематически хромосомный и генный набор четырех про- 


дукт Й 
о которые должны получиться из нарисованного Вами три- 





й 

Е к ‚ЗИДОВ яйцеклеток, отличающихся по хромосомному 
у, может отложить триплоидная самка дрозофилы, если не учиты- 

вать образования хиазм? Сколько типов яиц возникает с вероятностью 

больше 5%? 

8.15а. Сцепленный с Х-хромосомой рецессивный ген признака зсат!у 
(57.) вызывает гибель самцов мышей до их полового созревания? Как под- 
держивается линия, в которой имеется этот ген? 

8.156. Иногда в линии, содержащей этот ген, появляются самки с приз- 
наком $], которые также погибают, не достигая половой зрелости. Как 
генетически можно объяснить появление таких исключений? Как можно 
проверить это объяснение с помощью трансплантации яичников и полу- 
чения из них потомства? 

8.16. Какие можно выдвинуть объяснения, кроме упомянутых выше, 
изменения с возрастом родителей соотношения полов у потомства? 

8.17. Не обнаружено людей с хромосомным набором УО. Можно ли 
рассматривать такой набор летальным? Если можно, то почему? 

8.18. Какие типы зигот образуются у человека в случае нерасхождения 
Х-хромосом у матери? Какие фенотипы должны быть у организмов, раз- 
вившихся из таких зигот? 

8.19. Перечислите характерные причины, вызывающие образование 
ненормальных типов пола у человека. 

8.20. Как можно объяснить тот факт, что известна только одна женщи- 
которая успешно забеременела, тогда как остальные ХО стериль- 





. Что можно сказать относительно универсальности теории, объяс- 
няющей определение пола соотношением хромосом? 

8.22. Почему гинандроморфы дрозофилы не являются интерсексами? 
Что бывает в таком случае у человека? 

8.23. Каков должен быть хромосомный набор триплоидного эмбриона 
человека «мужского» и «женского» пола? 

8.24. У нормальных родителей родился ребенок мужского пола, стра- 
дающий гемофилией и синдромом Клайнфельтера. Каковы хромосомные 
наборы и генотипы родителей и ребенка? 

8.25. Была описана белая кошка с одним желтым и одним голубым гла- 
зом, пенисом, одним семенником, одним рогом матки и одним яичником. 
У этого животного имелось 38 хромосом (нормальное диплоидное число), 
но в некоторых ядрах имелся набор ХХ, а в других — ХУ. Какую можно 
выдвинуть гипотезу для объяснения хромосомного набора этой особи: 

8.26. Дайте возможные хромосомные формулы для людей, которые 
являются: 

а. триплоидными мужчинами; 

б. мужчинами с синдромом Клайнфельтера. 2 

8.27. У 27-летнего мужчины с некоторой умственной отсталостью 
имеется набор ХУУ. По остальным хромосомам он диплоиден. Почему 
хромосомный набор такого типа встречается весьма редко? 

8.28. Встречаются мужчины с синдромом Клайнфельтера и с хромосом- 
ным набором ХХХУУ. Каково возможное происхождение этого набора? 

8.29. У насекомого Ргоёепог и некоторых короткоусых прямокрылых 
во всех яйцеклетках имеется одинаковое количество хромосом, тогда как 
в половине спермиев имеется на одну хромосому меньше. Какова цитоге- 
нетическая основа определения пола в этом случае? 
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8.30. У растений рода Меапанит встречаются следующие типы: 


диплоиды: ХХ -+- ИАА=Ф ХУ-+ ПАА = 
триплоиды: ХХХ + МААА =© ХХУ -+- ИААА = в 
тетраплоиды: ХХХХ -- 11АААА= © ХХУУ--АЧААААНС 


или 
ХХХУ-+ЕИАААА С 


Обсудите цитогенетическую основу определения пола у Меапанит. 

8.31. Какое соотношение полов можно ожидать у пчелы для оплодотво- 
ренных и неоплодотворенных самок? 

8.32. Приложима ли гипотеза о том, что пол определяется соотноше- 
нием генов, к осам-паразитам? Поясните. 

8.33. Сравните аллели самостерильности у табака (см. стр. 67) с алле- 
лями, определяющими пол у наездника. 
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Глава 9 


СЦЕПЛЕНИЕ И ПЕРЕКРЕСТ МЕЖДУ ГЕНАМИ 


р главе аллельная пара генов, влияющая на характер кожуры 

адового гороха, обозначалась как «гладкая» (В) и «морщинистая» 
(г). В этом случае использовалась такая система символов, согласно кото- 
рой для обозначения аллелей берется первая буква (или что-нибудь ана- 
логичное) названия фенотипа (Вомпа — гладкий), обусловленного доми- 
нантным аллелем — тем аллелем, который обычно встречается в природе. 
Доминантный аллель обозначается заглавной буквой, а рецессивный — 
строчной. 

В других системах (см. рис. 9-1) рецессивный аллель обозначается 
строчной первой буквой названия фенотипа рецессивного признака (зтт- 
Юе@ — морщинистый), —#—, а доминантный аллель (гоцп) обозначается 
одним из следующих способов: той же, но заглавной буквой (И’); либо 
той же буквой с верхним индексом -| (и*); знаком -- с верхним индексом 
в виде краткого названия гена (--”); либо просто знаком --. Далее мы бу- 
дем в основном пользоваться системой обозначения генов, в которой при- 
меняется знак --. В такой системе, например, мутантный ген у дрозофилы 
зазубренный (Веа4ех), который доминирует над своим нормальным алле- 
лем дикого типа, обозначается одной (или двумя) буквами, причем первая 
берется большой (Вх или-[ В®), а аллель дикого типа обозначается -- или 

+ 


+ 
Вт’. Гибрид -- # можно изобразить в виде ш или ш или --/ш для того, 
чтобы показать, что эти аллели располагаются в разных хромосомах гомо- 
логичной пары. 

Оказалось, что каждая из первых семи изученных пар генов садового 
гороха расщепляется независимо от других (глава 4). Это можно объяс- 
нить тем, что все пары генов располагаются в разных парах хромосом, 
которых у этого растения как раз семь. Какой же результат получится, 
если включить в такие исследования восьмую пару генов, в которой имеет- 
ся доминирование и которая влияет на признак, независимый от предыду- 
щих пар? Если получить дигибрид по одной из семи пар генов и этой вось- 
мой паре, то при его самоопылении в потомстве получается соотношение 
фенотипов 9:3:3:4. При анализирующем скрещивании этого же дигиб- 
рида с двойным рецессивом соотношение фенотипов потомства равно 1:1: 
:1:1. Таким образом, оба эти теста показывают, что данные две пары рас- 
щепляются независимо друг от друга. Однако, если получить дигибрид 
по другой паре генов из упомянутой семерки — паре, влияющей на харак- 
тер поверхности семян — и по той же восьмой паре, соотношение феноти- 
пов в потомстве будет существенно отличаться. Восьмая пара генов опре- 
деляет наличие или отсутствие усиков (еп4гИз) нитеподобных органов, 
служащих выощимся растениям для прикрепления. Аллель отсутствия 
усиков рецессивен (1). Когда двойной рецессив — отсутствие усиков, 
морщинистые семена (2 ш№!) скрещивается с двойным доминантом— 


РИС. 9-1. + м 
Разные способы обозна- К м ви Е. се т 
чения гибрида по генам т м № м м № +/ м 


«гладкий» и «морщинистый» 
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гладкие семена, наличие усиков +-----| все Е,, как и следовало ожидать, 
обладают усиками и гладкими семенами (- - 2). При самоопылении 
Е, (дигибрид Х дигибрид) в Е, получаются следующие результаты: 








Число 

Фенотиты растений 
Гладкие семена, наличие усиков... 519 
Гладкие семена, отсутствие усиков 4 
Морщинистые семена, наличие усиков Э 


Морщинистые семена, отсутствие усиков 123 





Очевидно в Е, в каждой генной паре произошло расщепление, так как 
одинаковое соотношение наблюдается между растениями с гладкими 
и морщинистыми семенами — 323 : 126 (3 : 1) и между растениями с нали- 
чием и отсутствием усиков — 322 : 127 (3: 1). Если бы эти пары генов 
расщеплялись независимо друг от друга, в итоге получилось бы соотноше- 
ние 9:3:3:1. Вместо этого в Е, встречается слишком много растений 
с теми же фенотипами, что и у родителей Р, (с морщинистыми семенами, 
без усиков и с гладкими семенами с усиками) и слишком мало новых, 
рекомбинантных типов (с гладкими семенами без усиков и с морщинистыми 
семенами и с усиками). 


Рассмотрим, кроме того, результаты анализирующего скрещивания 
нашего дигибрида (+ ЕЕ ЖюшЕЁВ: 





Число 
Фенотиты растений 
Гладкие семена, наличие усиков... 516 
Гладкие семена, отсутствие усиков 9 
Морщинистые семена, наличие усиков 7 
Г 


Морщинистые семена, отсутствие усиков 492 





В случае независимого расщепления получилось бы соотношение фено- 
типов 1:41:4:4. Но и теперь подавляющее число гамет, образуемых 
дигибридом, содержит старые (родительские) комбинации генов (+-иий) 
и лишь незначительная часть — новые, рекомбинационные наборы генов. 
Основываясь на результатах этих двух скрещиваний, можно сделать вывод 

| о том, что у данного дигибрида независимое расщепление отсутствует. 
Сам факт существования некоторого количества рекомбинантов позволяет 
утверждать, что мы действительно имеем дело с двумя парами разных 
генов (до сих пор это было лишь предположение). 

Предположим, что эти две пары генов расположены в одной паре гомо- 
логичных хромосом. Такая возможность уже отмечалась в четвертой гла- 
ве (стр. 53—54). В этом случае сцеплены друг с другом неаллельные гены, 
расположенные в одной и той же хромосоме. Вспомним, что при сцеплении 
с полом наблюдается сцепление определенных генов, например, гена белых 

глаз дрозофилы, с определенной хромосомой (Х-хромосомой). Теперь же 
мы изучаем сцепление между генами, которое относится ко всем генам, 
предположительно располагающимся в одной хромосоме. Данные, под. 
тверждающие правильность этого предположения, можно получить только 
при одновременном изучении трансмиссионной генетики по крайней мере 
двух признаков. Поскольку не было обнаружено рекомбинантов между 
генетическим материалом, определяющим пол, и генами Х-хромосомы, 
определяющими независимые от пола признаки (например, цвет глаз), 
сцепление с полом, а точнее сцепление с Х-хромосомой, является абсолют- 
ным. Это не дает возможности утверждать, что в Х-хромосоме содержится 
два или большее число отделимых друг от друга неаллельных гена. В опи- 
санных выше опытах с горохом были использованы две пары тенов, спо- 
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собных отделиться друг от друга, 
на основании этого уже можно вы- 
двинуть гипотезу о том, что в хро- 
мосоме содержится более одного 
гена. 

Рассмотрим заново результаты 
только что описанных скрещива- 
ний гороха. На рис. 9—2 и9—3 го- 
ризонтальные линии изображают 
хромосомы, буквы указывают на 
наличие одного из участников каж- 
дой пары генов на каждой хромо- 
соме. В тех случаях, когда в дан- 
ном месте с равным успехом может 
находиться как доминантный, так 
и рецессивный аллель, на рисунке 
ставится вопросительный знак. 
Изображенные на рис. 9—2 резуль- 
таты вплоть до генотипов Р» со- 
гласуются с предположением о 
том, что сцепление абсолютно, 
т.е. хромосомы, несущие шё и + -- 
не изменяются (а если и изменяют- 
ся, то только за счет мутаций). 
Однако наличие в Е, семи рекомби- 
нантных растений говорит о том, 
что сцепление не абсолютно. Хро- 
мосома этих рекомбинантных о060- 
бей сохранила один старый аллель 
и получила от гомологичной хро- 
мосомы другой не аллельный ген. 
Более того, дополнительные, реци- 
прокные типы  рекомбинантов 
встречаются примерно с одинако- 
вой частотой. Это наводит на мысль 
о том, что данные две пары генов 
поменялись местами на гомологах, 
т.е. между ними произошел реци- 
прокный перекрест. Поэтому го- 
ворят, что рекомбинантные особи 
несут кроссоверные хромосомы, 
которые возникли в результате 
перекреста, или кроссинговера. 
Таким образом, абсолютное сцеп- 
ление генов нарушается за счет 
перекреста, в результате которого 
получаются генетические рекомби- 
нации или кроссоверы. 

Что еще можно выяснить о про- 
цессе перекреста и возникающих в 
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РИС. 3-2. 


Сцепление неаллельных тенов у садового 
гороха 
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РИС. 9-3. 


Сцепление неаллельных генов АА садового» 
гороха. Родитель-дигибрид такой же, как 
Е, на рис. 9—2. 


результате кроссоверах? Среди потомства, полученного в анализирующем 
скрещивании дигибрида (рис. 9—3), 16 растений получили от дигибрида 
кроссоверные хромосомы и 1008 получили неизмененные хромосомы. Ив 
этом случае также реципрокные классы кроссоверов встречаются с одина- 
ковой частотой. Так, на каждые 63 некроссовера приходится примерно один 
кроссовер. Простой расчет показывает, что результаты по Е,, изображен- 
ные на рис. 9—2, также соответствуют этому соотношению . 
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Эти две пары генов могут также дать дигибрид, который получил один 
‘мутантный (рецессивный) и один нормальный (доминантный) аллель от 
®дного родителя (ш--) и один нормальный и один мутантный ген от другого 
родителя (--1). Если провести анализирующее скрещивание с этим дигиб- 
ридом, то кроссоверы (шЁ и ----) и некроссоверы (#-- и --)) также будут 
встречаться в соотношении 1: 63. Очевидно, что перекрест происходит 
< постоянной частотой независимо от того, получает ли дигибрид мутантные 
гены от одного или от двух родителей. Следовательно, в гаметах кроссо- 
веры встречаются с постоянной частотой, не зависящей от того, в каких 
именно комбинациях особь, образующая эти гаметы, получила рассматри- 
ваемые неаллельные гены. Если это действительно так, то даже у особи 
с генотипом ----/---- или {/шЁ на каждые 64 гаметы должен приходить- 
ся примерно один кроссовер, который остается незамеченным, потому что 
не содержит новых комбинаций неаллельных генов. Обратим внимание, 
что кроссоверное потомство гораздо малочисленнее по сравнению с некрос- 
соверным. Это значит, что два сцепленных мутантных гена, вместе входя 
в зиготу, стремятся оставаться вместе и при передаче следующим поколе- 
ниям (притяжение). Если же они входят в зиготу независимо, то наблюда- 

ется тенденция к независимой передаче их потомству (отталкивание). 

У другого вида, душистого горошка, признак пурпурной окраски цвет- 
ков обусловлен единичным геном (--); рецессивный аллель этого гена 
приводит к образованию красных цветков (т). Удлиненная пыльца (--) 
У этого вида доминирует над круглой пыльцой (то). При скрещивании чис- 
той линии «пурпурные цветки, удлиненная пыльца» (+------Р) с линией 
«красные цветки, круглая пыльца» (г то [т го) получается Ё\, в котором встре- 
чаются только растения с пурпурными цветками и удлиненной пыльцой 
(---Н/г го). При самоопылении Е, в Е, получается слишком много роди- 
тельских фенотипов и слишком мало’ новых рекомбинантных (пурпурные 
цветки, круглая пыльца и красные цветки, удлиненная пыльца) для неза- 
висимого расщепления. Поэтому эти две пары генов также должны быть 
<цеплены. Но, как и в предыдущем случае, сцепление не абсолютно. 

Наблюдаемое в данном случае количество кроссоверов получается 
потому, что Р, (Е,) дигибрид образует гаметы в соотношении 10:40 
т го : 1-го : 1"*. Такая частота кроссоверов не зависит от того, как гены 
входят в дигибрид. Заметим, однако, что эта постоянная частота кроссове- 
ров у душистого горошка (1/11) отличается от частоты кроссоверов в опи- 
<анных выше скрещиваниях садового гороха (1 /64). 

Рассмотрим еще следующие примеры. 

1. Как уже говорилось, у дрозофилы мутантный ген белых глаз (1) 
<цеплен с Х-хромосомой. С ней же, кроме того, сцеплен другой, предположи- 
тельно неаллельный, мутантный ген укороченных, миниатюрных крыльев 
(т). Используя чистые линии, можно скрестить белоглазую длиннокрылую 
муху с мухой, у которой глаза красные, а крылья миниатюрные. Е!-самки 
несут две Х-хромосомы и представляют собой предположительно ю-/ т. 
Затем эти самки скрещиваются и исследуется фенотин потомков мужского 
пола. [При этом генотип использованных самцов не имеет значения, пос- 
кольку любой самец передает своим сыновьям У-хромосому, в которой 
отсутствуют аллели рассматриваемых генов. Действительно, оказалось, 
что в У-хромосоме отсутствуют аллели почти всех известных генов, рас- 
положенных в Х-хромосоме, за исключением гена укороченных щетинок, 

Ь (БоБЪе@ Ъ1зез)]. Кроме того, в У-хромосоме содержится несколько 
тенов, контролирующих плодовитость самцов, для которых в Х-хромосоме 
нет соответствующих аллелей. Поскольку свою единственную Х-хромосому 
самцы получают от матери, их фенотип прямо указывает, какие именно 
темизиготные сцепленные с Х-хромосомой аллели они получили. Среди 
потомков мужского пола в таком скрещивании на два некроссовера при- 
ходится примерно один кроссовер. 
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РИС. 9-4. 
Результаты реципрокных 40% +2 и 28 
скрещиваний с участием 98 50% р 
генов черного цвета тела 
(8) и зачаточных крыль- 2% у й 
ев (25) 9 
и 
д» 198. 
и) 6 


2. У человека цветовая слепота (с) и гемофилия типа А (#) обусловлены 
рецессивными сцепленными с Х-хромосомой мутантными генами, которые 
отсутствуют в У-хромосоме. Встречаются, хотя и редко, женщины с гено- 
типом --й/с -, у которых, следовательно, в каждой хромосоме имеется 
по одному мутантному гену. Имеющиеся данные свидетельствуют о том, 
что у таких женщин сыновья-кроссоверы (с й или + -Р) и некроссоверы 
(+ или с --) встречаются в соотношении примерно 1:9: 

Эти примеры говорят о том, что, когда сцепление генов не абсолютно, 
процент кроссоверов в потомстве для каждого случая постоянен, но, у раз- 
ных организмов этот процент может быть совершенно различным. 

Используя две мутации Огозорй Йа теёаповазет, 6 (Ыаск, черный цвет 
тела) и эр (уезйр1а1, зачаточные крылья), можно проверить, меняется ли 
сила сцепления у одного организма. 

Скрещивание самок у --/т5- (крылья зачаточные) 1 с самцами 5 /-5 
(тело черное) дает нормальное Е, = /-0. Как показано на рис. 9—4, А, 
при анализирующем скрещивании самок Е, (ое--/-6Ф Ж 8 |6 З)в Е» 
получается только 20% потомков с рекомбинантными хромосомами (у всех 
Е, хромосома, полученная от отца, несет гены о, хромосома же, полу- 
ченная от матери, у 40% несет ое--,у 40% -5, у10% -иу10% в 5). 
Поскольку этот результат не зависит от пола, можно заключить, что Ь 
и 92 сцеплены в аутосоме. Вспомним, что сцепленные с Х-хромосомой гены 
т и ш давали 33% кроссоверов. Следовательно, сила сцепления может оыть 
различной для разных пар неаллельных генов, расположенных в разных 
негомологичных парах хромосом. с 

В реципрокном вая (ое -Н/-НЬ 9 Ж 86/85 $) 50% потомства 
представляет собой 58--/%& 6 (крылья зачаточные) и 50% --0/=6 (тело 
черное) (рис. 9—4,Б). Поскольку в этом скрещивании кроссоверов не обра- 
зовалось, можно сделать вывод о том, что У самцов дрозофилы рассматри- 
ваемые гены полностью сцеплены. (Если бы и у самок сцепление было 
абсолютным, у нас не было бы никаких данных о том, что 98 и 6 могут 





1 Здесь, а также часто в дальнейшем, мы будем придерживаться такого способа опи- 
сания фенотипа, когда указывается проявление только мутантного признака. 
При этом подразумевается, что все не упомянутые признаки проявились в нормаль- 
ной форме. 
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разделиться и, следовательно, представляют собой два гена, а не один). 
Более того, оказывается, что все гены, которые частично сцеплены у самок, 
полностью сцеплены у самцов. Таким образом, у самцов не происходит 
перекреста, приводящего к образованию кроссоверов *. Следует отметить, 
что вообще у животных перекрест подавлен или совсем не происходит 
У особей гетерогаметного пола. Так, например, перекрест отсутствует 
у самок птиц. 

Какова сила сцепления между данным геном и несколькими неаллель- 
ными генами, расположенными в той же хромосоме? Эта проблема просто 
решается для некоторых сцепленных с Х-хромосомой генов у дрозофилы. 
На табл. 9—1 в одном столбце указаны генотипы самок, а в другом — про- 
цент кроссоверов, определенный по фенотипам их сыновей. Приведенные 
частоты рекомбинаций наблюдаются между геном желтого цвета тела (у), 
с одной стороны, и каждым из перечисленных ниже генов, — с другой: 
белые глаза (ш), отсутствие поперечной жилки крыльев (с® от сгозз-ует- 
1е33), обрезанный край крыльев (сЁ от сиё), миниатюрные крылья (т), виль- 
чатые щетинки (| от 1огкед). Например, 13 из каждых 100 яиц, отложен- 
ных дигетерозиготной по у и со самкой, содержат в себе кроссоверы (---- 
или усэ). Какие свойства мейоза отражают эти значения силы сцепления? 


Таблица 9—1 


ПРОЦЕНТ КРОССОВЕРОВ МЕЖДУ 
ГЕНОМУу И СЦЕПЛЕННЫМИ С НИМ 





ТЕНАМИ 
ее 
у /-Е2 4,5 
У--/-Ес» 13 
У-Е/-Е сё 20 
у--/--т 34 
У-Е/-Е7 48 





До сих пор мы не делали никаких предположений о том, где и когда 
происходит перекрест. Поскольку нас интересует полное и частичное 
сцепление, выявляемое при изучении последовательных поколений, будем 
рассматривать перекрест лишь в тех клеточных линиях, которые непосред- 
ственно дают начало гаметам (зародышевые клетки), игнорируя возмож 
ность его возникновения в соматических клетках. Хотя перекрест может 
быть премейотическим, мейотическим или постмейотическим, мы предно- 
ложим, что все кроссоверы возникают во время мейоза. Ранее (глава 4 
стр. 53—54) уже обсуждались генетические последствия обмена (которы я 
мы теперь будем называть перекрестом) между двумя парами ыы в 
генов, произошедшего во время мейоза. Было высказано предположение. 
что хиазмы являются цитологическим отражен : 
А - Ц. отр ием происшедшего пере- 

На рис. 9—5 эти цитологические события изображены нес. 
нее, чем это было сделано раньше (рис. 4—8). На стадии / 
тичных хромосом (не закрашена) несет рецессивные аллели а иб 
(закрашена) содержит их нормальные аллели. Черный кружок я 
центромеру. Гомологи вступают в синапсис и образуют тетра ыы 
каждый моновалент представлен двумя сестринскими нитями) В. вре 
П изображена тетрада в диплонеме, в которой после перек Ой 
локусами а и (местами хромосомы, в которых располагахотся тен аду 

03- 


т У самцов дрозофилы изредка происходит «перекрест» особого тип; 
от обычного перекреста ‘у самок а, отличающийся 


колько подроб- 
одна из гомоло- 
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никла хиазма. Если моноваленты исходно идентичны, хиазма указывает 
место, где произошел обмен точно эквивалентных сегментов двух несестрин- 
ских нитеи тетрады, причем после обмена длина нитей остается такой же, 
как до обмена. Стадия [1[ показывает диады после завершения первого 
деления мейоза. Верхнее ядро содержит одну некроссоверную (---) и одну 
кроссоверную (-5) нить, в то время как нижнее ядро содержит реципрок- 
вв кроссоверную (а--) и некроссоверную (46) нити. На стадии /У изо- 
оражены четыре гаплоидных продукта (ядра или клетки), которые воз- 
никли после того, как диады образовали монады и завершили второе деле- 
ние мейоза. Согласно этой гипотезе, в результате возникновения одной 
хиазмы (отмечающей расположение перекреста) в любом месте между 
локусами а иф два из четырех гаплоидных продуктов мейоза будут содер- 
жать некроссоверные, родительские комбинации, а два другие — крос- 
соверные, неродительские комбинации генов. 

Обычно бывает трудно получить данные о том, что кроссоверы, встре- 
чающиеся в гаметах, возникают именно таким образом, поскольку у самок 
только один из четырех гаплоидных продуктов, образующихся из каждой 
клетки, осуществившей мейоз, становится ядром гаметы, тогда как осталь- 
ные дегенерируют (в виде ядер полярных тел). Даже в том случае, когда 
все гаплоидные продукты мейоза становятся гаметами или дают начало 
гаметам, как в случае образования спермиев или пыльцы, четыре гаметы, 
происходящие из клетки, содержащей данную хиазму, смешиваются 
с гаметами, возникающими из других клеток, в которых сходные хиазмы 
могли быть, но могли и не быть. Поэтому обычно можно обнаружить 
и идентифицировать только один из четырех продуктов мейоза. Если каж- 
дая хиазма возникает в результате предшествующего ей на стадии четырех 
хроматид перекреста, то следует ожидать появления примерно одинакового 
количества реципрокных кроссоверов, что, как мы уже видели выше, 
и наблюдается в действительности. Однако перекрест на стадии /, когда 
имеются две нити, должен давать такой же результат. Существование 
некроссоверных типов, которые встречаются с одинаковой частотой и кото- 
рых больше, чем кроссоверов, можно объяснить, если допустить, что пере- 
крест между локусами а и возникает либо на стадии двух нитей, причем 
реже чем в 50% случаев, либо на стадии четырех нитей, причем реже чем 
в 100% случаев. Морфология хиазмы свидетельствует в пользу того, что 
перекрест часто, если не всегда, происходит на стадии четырех нитей. 


РИС. 9-5 
Ожидаемые генетические 
последствия перекреста 
между сцепленными ге- 
нами 
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Генетические данные о том, на какой стадии — двух или четырех ни- 
тей — происходит перекрест, можно было бы получить, если бы гаметы 
содержали не одну, а две или большее число нитей из данной тетрады. 
Обнаружение гаметы, несущей некроссоверную нить и гомологичную ей 
кроссоверную, будет однозначно свидетельствовать в пользу гипотезы 
о возникновении перекреста на стадии четырех нитеи. Подходящая систе- 
ма для такого рода проверки была обнаружена в случае самок дрозофилы, 
которые обладают двумя нерасходящимися соединенными вместе Х-хромо- 
сомами и имеющими одну центромеру. Один из типов таких сцепленных 
Х-хромосом в анафазе принимает У-образную конфигурацию. Во время 
мейоза такие сцепленные хромосомы один раз реплицируются и четыре пле- 
ча вступают в синапсис, образуя тетраду. В конце концов, получается два 
продукта мейоза, каждый из которых содержит по паре сцепленных Х- 
хромосом и два продукта, не содержащих Х-хромосом. Если взять самок 
со сцепленными Х-хромосомами, которые были бы дигетерозиготными, 
и изучить фенотип их потомства женского пола, то иногда оказывается, 
что одно из плеч сцепленных хромосом является кроссоверным, а дру- 
тое — нет (рис. 9—6). Хотя эти данные также подтверждают гипотезу о воз- 
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Телофаза И быражены 


РИС. 9-6. 


Генотипические и фенотипические последствия отсутствия перекреста 
(А) и одного из типов перекреста (Б) между маркированными генам 
у самки дрозофилы со сцепленными Х-хромосомами м 
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никновении перекреста на стадии четырех 
нитеи, они не исключают возможности по- 
явления его и на стадии двух нитей. 


Время возникновения перекреста можно © 
выяснить, изучая красную хлебную пле- „Диплоидное ядро 
а 
й 
о 


оо, 
2 гаплоидных ябра 


сень нейроспору. Вспомним, что при поло- 

вом процессе у этого организма образуются 

так называемые «плодовые тела», состоя- 

щие из клеток с двумя гаплоидными ядра- 

ми, полученными от разных родителей \ 
(рис. 9—7). Два таких гаплоидных ядра 

сливаются и образуют диплоидное ядро, в 

котором содержится семь пар хромосом. За- первое 
тем клетка удлиняется, образуя мешок — 7 
аск. Диплоидное ядро немедленно всту- и 
пает в мейоз, изображенный на рисунке, — Деление 
так что четыре гаплоидных продукта мейоза “2030 
располагаются друг за другом в цепочку: \ 
два верхних ядра произошли из одного бторое 
ядра, возникшего после первого деления 

мейоза, нижние два — из второго такого 

ядра. Поскольку каждое гаплоидное ядро о 
делится еще раз митотически, каждый из | 5 
продуктов мейоза представлен в аске в  Митотическое деление © 





двух копиях. Каждую гаплоидную аско- “ образование спор КО 
спору можно вынуть из аска, вырастить 
отдельно и непосредственно определить ее сх 


генотип. Следовательно, у этого организма 

можно получить и идентифицировать все ние 3-7. ) 
продукты мейоза, возникшие из одного Мейоз у нейроспоры 
диплоидного ядра. 

Используя обозначения рис. 9—5, рас- 
смотрим на рис. 9—8 генетические последствия одного перекреста, возник- 
шего между изучаемыми локусами у нейроспоры. Поскольку мы следим 
только за одной из семи пар хромосом, все остальные хромосомы на ри- 
сунке опущены. з 

Как видно из рисунка, один перекрест на стадии четырех нитей при- 
водит к образованию двух кроссоверных и двух некроссоверных продуктов 
мейоза. Перекрест же на стадии двух нитей (в самом верхнем ядре) при- 
вел бы к образованию только кроссоверных продуктов. 

При изучении большого числа асков определенного дигибрида по сцеп- 
ленным генам было обнаружено, что в 90% асков все восемь спор не являют- 
ся кроссоверами, а в остальных 10% точно по четыре из восьми аскоспор 
являются кроссоверами. Иными словами, все восемь спор из одного аска 
никогда не бывают кроссоверами. Этот факт четко показывает, что пере- 
крест происходит только на стадии четырех нитей, как это изображено 
на рис. 9—9 и 9—10. 

Выше уже высказывалось, по о том, что образование хиазм 
является нормальной стадией мейоза (стр. 24—25). Хиазмы предотвращают 
преждевременное расхождение диад, удерживая их в тетраде ло анафазы 1 
(обычно в тетраде возникает хотя бы одна хиазма, но может ера 
даже шесть хиазм). Следовательно, перекрест, ведущий к образованию 
необходимых для клетки хиазм, также является нормальным событием 
“ Поононену ‘обраоваНиО хиазм наблюдается в самых разных местах 
хромосомы, совершенно очевидно, что чем больше расстояние между дву- 
мя локусами, тем больше вероятность того, что между ними возникнет 
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перекрест, и, следовательно, тем больше частота кроссоверов по этим 

локусам. И наоборот, чем ближе локусы располагаются друг к другу, 
тем меньше вероятность возникновения между ними перекреста и меньше 
частота кроссоверов. 

В соответствии с такой точкой зрения частоту кроссоверов можно ис- 
пользовать как фмеру относительных расстояний между локусами. (Ре- 
зультаты, представленные на рис. 9—5, приобретают теперь для нас но- 
вый смысл.) 

В том конкретном опыте с нейроспорой, о котором только что шла речь, 
в 90% асков в генетически маркированной области хромосомы (4-5) не было 
перекреста. Эти аски дали 90% общего числа образовавшихся спор, содер- 
жащих только родительские, некроссоверные генотипы. В 10% асков, 
в которых прошел перекрест, половина спор оказалась родительского 
типа, а половина — кроссоверами. Таким образом, если приравнять 
хиазмы к перекресту, можно утверждать, что 10%-ная частота хиазм при- 
водит к 5% -ной частоте спор, содержащих кроссоверы. Можно приравнять 
расстояние между локусами 4 и 6 пяти кроссоверным единицам длины, 
где кроссоверная единица длины определяется как такое расстояние между 
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РИС. 3-10. й А Г. ирросоино 
С Пробукть е-— ии 
вязь между генетиче- — мейозо а В Кроссоверы 
скими и цитологически- я — 
ми кроссоверами —_____@®- = /'6кр066062р 


сцепленными  неалдельными генами, на котором возникает один, вроссо- 
в2р на, каждые 100 постмейотических продуктов (в нашем случае 100 
спор). 

Вообще, когда гены располагаются достаточно близко другкдругу (как 
в данном примере), частота кроссоверов (кроссоверное расстояние) прямо 
равняется половине частоты хиазм; следовательно, наше предположение, 
согласно которому каждая хиазма отражает один предшествовавший ей 
кроссинговер, правильно. 

У нейроспоры частоту кроссоверов можно измерить несколькими спо- 
собами: 

1. Проверяются споры из каждого аска (достаточно от двух до пяти 
спор из каждого аска), для того чтобы проверить, есть ли в данном аске 
кроссоверы по рассматриваемой области. В приведенном выше примере 
с областью 4-6 в 10% асков были бы кроссоверы, а в 90% их бы не 
было. Поскольку каждый аск из первой группы содержит четыре споры- 
кроссовера и четыре — некроссовера, частота кроссоверов была бы 
равна 5%. С - 

2. Смешиваются все споры из многих асков, отбирается случайная 
группа спор, которая затем проверяется. Такой метод также дал бы 5% 
рекомбинантов по а-6 области. Этот метод аналогичен определению частоты 
кроссоверов в спермиях животных. ы 

3. Из каждого аска берется наугад по одной споре, которые затем про- 
веряются. Остальные споры отбрасываются. И в этом случае получается 
5% кроссоверов. Такая процедура напоминает то, что естественно проис- 
ходит у самок многих видов (включая дрозофилу и человека), когда один 
случайный продукт мейоза входит в яйцеклетку, а остальные дегенери- 
руют. 

В приведенных выше примерах не была установлена прямая связь 
между генетически обнаруженными|! кроссоверами и цитологическими 
событиями в определенной области хромосомы. Такое сопоставление невоз- 
можно сделать, если оба участника гомологичной пары хромосом ть 9 
тически не отличаются друг от друга (как это предполагается на рис. 9—6), 
поскольку кроссоверная нить, обменявшись цитологически идентичным 
сегментом со своим гомологом, выглядит так же, как и некроссоверная 
нить. Однако можно получить такую дигетерозиготу по сцепленным генам, 
у которой один из гомологов по обеим сторонам от изучаемых локусов 
отличался бы цитологически от другого. Такая генетическая дигетерози- 
гота одновременно является и цитологической дигетерозиготой, как это 
показано на рис. 9-10. В этом случае можно отобрать некроссоверных 
потомков и показать цитологически, 


что у них всегда сохраняется исходная 
о еров всегда наблюдается 
конфигурация хромосом; напротив, У кроссовер д д 
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новая конфигурация хромосом, которую можно объяснить взаимным обме- 
ном между гомологами определенными областями хромосом. Пользуясь 
этим методом, точную корреляцию между генетическими кроссоверами 
и цитологическими обменами показали для дрозофилы Курт Штерн 
(1931) и Крайтон и МакКлинток (1934) для кукурузы. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Неаллельные тены, расположенные в одной хромосоме, сцеплены и имеют 
тенденцию вместе передаваться следующим поколениям. Точно так же, 
как сцепление генов является исключением из независимого расщепления, 
перекрест представляет собой исключение из сцепления неаллельных генов 
и приводит к тому, что сцепление становится неполным. Неполное сце- 
пление доказывает, что в хромосоме содержится больше одного гена. 
В каждом данном случае степень неполноты сцепления, мерой которой 
служит частота кроссоверов, постоянна и не зависит ни от того, какие 
именно конкретные аллели располагаются в двух разных локусах, ни от 
того, в каких комбинациях эти аллели вошли в организм, образующий 
гаметы. Более того, реципрокные типы кроссоверов встречаются с оди- 
наковой частотой. Частота кроссоверов в разных случаях в большой степе- 
ни варьирует. 

Кроссоверная хромосома происходит из тетрады, в которой перекрест 
между рекомбинировавшими сцепленными генами затрагивает только две 
из четырех нитей. Для тесно сцепленных генов частота кроссоверов равна 
половине той частоты, с которой между рассматриваемыми генами возни- 
кает хиазма или перекрест. 
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Предполагается, что частота кроссоверов прямо отражает расстояние 
между генами на хромосоме. Единица кроссоверного расстояния между 
генами определяется как наличие одного кроссовера на сто постмейоти- 
ческих клеток (спор или гамет). 

Поскольку разные гены, сцепленные с одним определенным геном, да- 
ютс ним разные проценты перекреста, то, по-видимому, они располагаются 
на разных расстояниях от него. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


9.1. В чем разница между сцеплением с полом и сцеплением неаллель- 
ных генов? : 

9.2. Доказывает ли сцепление двух пар генов, что они находятся в одной 
хромосоме? Поясните. 

9.3. В чем преимущества и недостатки сцепления и перекреста с точки 
врения приспособленности особей с определенным генотипом? 

9.4. У дрозофилы гены у и $р/ сцеплены с Х-хромосомой. Самка, имею- 
щая генотип ----/У $РЬ дает потомство мужского пола, в котором 3% обла- 


дает либо генотипом у--, либо -Е$Р1- г 
Каковы генотипы гамет, образуемых матерью, и с какой относитель- 


ной частотой они встречаются? Играет ли здесь роль генотип отца? Пояс- 
ните. 


95. Навовите все до сих пор рассмотренные процессы, которые при- 
.5. ы : 
нетической рекомбинации. 

в ила ли в что один из основных принципов, установленных 


в этой главе, состоит в том, что в хромосоме имеется больше одного гена? 
, 


= в свете данных, представленных в этой главе, следует форму- 


асщепления»? 

кон независимого р к 
и. р данные свидетельствуют о том, что при перекресте не проис 
ходит одностороннего перемещения одного гена с одной хромосомы на дру- 


о 
омосому? > 
Б. ре Е т ераст приводит к генетической рекомбинации? 
.9. Всег 
Поясните. 
9.10. Отразилась ли бы н; 
в этой книге такая ситуация, 


а характере изложения принципов генетики 
при которой первые две пары генов (Вт 
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и Уу), которые одновременно прослеживались в скрещиваниях, оказались 
<цепленными? 

9.11. Допустим, что ген шерстистых волос (глава 3, стр. 46) расположен 
в аутосоме. Мужчина с нормальными волосами, не страдающий гемофилией, 
вступает в брак с женщиной с шерстистыми волосами, тоже не страдающей 
гемофилией. У них рождается сын с шерстистыми волосами и страдающий 
гемофилией. Каковы генотипы всех трех индивидуумов? Каковы геноти- 
пы гамет, обычно образуемых сыном, и каковы их относительные час- 
тоты? 

9.12. Как Вы докажете правильность утверждения, что перекрест 
происходит в идентичных точках двух гомологов? 

9.13. С какой относительной частотой должны встречаться в потомстве 
скрещивания двух дрозофил дигетерозигот э#-Н/-Н6 разные фенотипы 
и генотипы? 

9.14. Скрещиваются две дигетерозиготы дрозофилы а--/--В по двум 
мутантным генам а и 6, сцепленным с аутосомой. С какими относительны- 
ми частотами должны встречаться разные фенотипы среди Е, такого скре- 
щивания, если частота некроссоверных яйцеклеток равна 2р, а частота 
кроссоверных яйцеклеток равна 1—2р и, кроме того, р < 0:5? 

9.15. Какие результаты получились бы в задаче 9.14 при скрещи- 
вании дигетерозигот а6/*"? 

9.16. Самка дрозофилы дикого типа, у отца которой отсутствовала 
поперечная жилка крыльев, а у матери был желтый цвет тела, скрещивает- 
ся с желтым самцом. С какими относительными частотами должны появ- 
ляться в Ё, разные генотипы и фенотипы? 

9.17. Скрещивание дрозофил дает указанные ниже результаты. Ука- 
жите генотипы родителей и определите, какие гены сцеплены, а какие —. 


























нет. 
Сыновья Дочери 
| > 
| 75 дикий тип 27 зачаточные 92 дикий тип 20 белые глаза, 
| 70 желтый цвет крылья 75 белые глаза зачаточные 
| тела, белые 2 желтый цвет крылья 
глаза тела 

21 желтый цвет 4 белые глаза, 28 зачаточные 
тела, белые зачаточные крылья 
| глаза, зачаточ- крылья 


ные крылья 





9.18. Какая связь между перекрестом и расщеплением при первом 
и втором мейотическом делении у нейроспоры? 

9.19. У томата ген высокого роста (--) доминирует над геном низкого 
роста (5) и ген гладкого эпидермиса (--) доминирует над геном шерохо- 
ватого эпидермиса (г). Скрещивание двух растений дает 208 (высокие, 
гладкие), 9 (высокие, шероховатые), 6 (низкие, гладкие), 195 (короткие 
шероховатые). Каковы генотипы родителей? 

9.20. Каков процент кроссоверов по двум локусам, если перекрест 
происходит с одинаковой частотой у особей обоих полов и скрещивание 
двух идентичных дигетерозигот (Аб/аВ) дает четыре типа потомков, обла- 
дающих одинаковой жизнеспособностью? Тип, находящийся в мепь- 
шинстве, составляет 1% всего потомства. 

9.24. Как можно генетически доказать, что последнее деление в веке 
нейроспоры представляет собой митоз? 

9.22. Можно ли было бы при отсутствии кроссинговера выяснить 
чем обусловлены альтернативы по двум разным признакам — одной 
парой генов или двумя сцепленными парами генов? Поясните, 
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3 . = ерозигот 
9.209. исуите с теннь =. о пр ’ 
9.2 На еп: ые 2 С 
ь м к к хромосомы озофилы гетеро 
ной одновременно поуит. | акие типы гамет получатся в следующи 


а. отсутствие хиазм? 
б. одна хиазма в сегменте у — т? 


в, одна хиазма вне сегмента у — т? 


9.24. Допустим 
‚а. д Л 
устим, что у одного из представителей гомологичной пары 


длинных х 
я о аа растения на одном из концов имеется 
ани ыы таВихели этой пары имеется неболь- 
того, пара коротких о ИН фе ее 

т У х хроь м, один из представителей 
которой оканчивается большим Утолщением, а второй — небольшим 
утолщением на другом конце. Какие комбинации и конфигурации хро- 
ом можно обнаружить в гаметах такого растения? 

9.25. Какие доводы можно привести в пользу того, что перекресты 
возникающие в зародышевых клетках, не имеют ни премейотического, 
ни постмейотического происхождения? 

9.26. Вычислите расстояние между локусами, определяющими 
черную окраску тела (№) и короткие крылья (ар, 4птру) в кроссовер- 
т единицах на основании следующих результатов скрещиваний дро- 
офил: 


а. Р: чистая линия, черная Х чистая линия, короткие 
Р. Е: ФФ Х черная, короткие $ & 
Ез дикий тип 272 
черная 774 
короткие 801 


черная, короткие 239 


6. Р: черная, короткие Х чистая линия (дикий тип) 
Р: Е: ФФ Х черная, короткие 9$ 


Е. дикий тип 360 
черная 103 
короткие 97 


черная, короткие 314 


9.27. Какие фенотипы и их частоты должны получиться в задачах 
9.26а и 9.266, если провести реципрокное скрещивание для Р.? 

9.28. Сравните результаты по Е» в 9.26а статистически с тем, что 
должно получиться при независимом расщеплении. 

9.29. Проверьте, насколько статистически достоверно отличаются 
результаты в 9.26ба и 9.266. 

9.30. Проводится анализирующее скрещивание  тригетерозиготы 
Аа ВЫ Сс с аа сс. Результаты" полученные при изучении Е,, говорят 
о том, что тригетерозигота образует следующие типы гамет: 


29АВС 21абс 
235 АВс 215а6С 
210.46с 239аВС 

27 АБС 23аВс 


а. Какие локусы сцеплены и какие расщепляются независимо? 

6. Напишите генотипы обоих родителей на основании ответа на пре- 
дыдущий вопрос. 

в. Укажите процент кроссоверов там, где они имеют место. 
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Глава 10 
РАСПОЛОЖЕНИЕ ГЕНОВ, КРОССОВЕРНЫЕ КАРТЫ 


В предыдущей главе было показано, 


. Рассмотрим теперь, как эти разные 
гены располагаются в пространстве. 


Кроссоверные расстояния можно испо 
нить, образуют ли сцепленные гены как 
ную конфигурацию, например сферу, 
двухмерную конфигурацию, например прямую, окружность или треуголь- 
ник. Для того, чтобы построить карту расположения генов на основании 
данных по кроссоверам, т. е. построить кроссоверную карту, или карту 
сцепления, необходимо определить кроссоверные расстояния по крайней 
мере между тремя сцепленными локусами, поскольку для того, чтобы 
выяснить геометрическое расположение генов, недостаточно двух точек, 
определяемых кроссоверным расстоянием между двумя генами. 


льзовать для того, чтобы выяс- 
ую-нибудь правильную трехмер- 
куб или призму, или какую-нибудь 


РАСПОЛОЖЕНИЕ ГЕНОВ 


Расположение сцепленных локусов можно изучать на дрозофиле. Исполь- 
зуя три сцепленных с Х-хромосомой гена: у (желтый цвет тела), ш 
(белые глаза), зр! (расщепленные щетинки), можно получить дигетерози- 
готных самок следующих типов: уш/---|-; узр(/--+; шзрИ---+. Если 
провести анализирующее скрещивание, т. е. всех этих самок скрестить 
с соответствующими дважды рецессивными самцами, получаются следую- 
щие кроссоверные расстояния: между у иш 1,5; между у и 52! 3,0 и меж- 
души 5р/ 1,5. Так как кроссоверное расстояние между у и 5р/ равня- 
ется сумме расстояний между уишиши 51/1, этим генам можно прил 
писать линейное расположение в следующем порядке у ш 5р{ или зр/шу. 
Иными словами, генетическая карта, построенная на основании крос- 
соверных расстояний, линейна. Если правильно предположение, что пе- 
рекрест зависит от физического РАООяидуи ме генами, то следова- 
гаются в хромосом ь 
НЫ не А четвертого сцепленного с Х-хромосомой 
тена, а также других сцепленных с ней генов по отношению к трем выше 
упомянутым генам, показывает, что все они располагаются в линейном 
порядке (рис. 10—1 и стр. 559). На таких кроссоверных картах локусу у 
произвольно приписывается нулевое положение. ыы вито. 
На стандартных кроссоверных картах Х-хромосомы дрозофил ны 
у, ш, зр/, со, с, т и } располагаются соответственно в повожениях $ 1,5; 
3,0; 43,7; 20; 36,4; 56,7. Из карты видно, что гены с{ и 5рг отстоят друг 
Е. и на 17 единиц (20—3). Так как единица длины карты соед 
ствует одному кроссоверу на сто гамет, ам ре нм - 
(рис. 10 —2) должна дать 147% кроссоверов (8,5% - - и 8,5% 5р[с4). дна- 
ко такой результат получается только при соблюдении определенных 
условий. 
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10 единиц расстояния по карте 


РИС. 10-1. 

Кросебверная карта Х-хромосомы Д. теапогазет 

У (уеПо\) — желтый цвет тела; Но (На!гу-уше) — добавочные щетинки на жилках крыльев 
голове и груди; зс (зс\{е)— уменьшение числа щетинок, особенно скутеллярных; вт (зПуег) —сереб- 
ристый цвет тела; ри (ргипе) — сливовый цвет глаз; зо (уВИе) — белые глаза; зр1 (зрН®) — расщеп- 
ленные щетинки; ес (есВ1паз) — глаза грубые увеличенные; 6 (51114) — слияние продольных жилок 
У основания крыла; тб (гиъу) — рубиновый цвет глаз; ср (сгоззуейезз) — отсутствие поперечной 
жилки крыла; гих (гоиеВех) — глаза грубые и уменьшенные; ст (сагтте) — карминный цвет глаз; 
с+ (си{) — обрезанный край крыльев; зп (53тбед) — закрученные Гщетинки; ос (осеезз) — глазки 
отсутствуют, самки стерильны; # (4ап) — смуглый, тело желтоватого цвета; [2 (102епее) — глаза 
суженные, глянцевитые; газ (газзеггу) — малиновый цвет глаз; ф (уегт!Шоп) — киноварный цвет 
глаз; т (шицаге) — миниатюрные крылья; рр (аггоууед) — бороздчатые глаза; ру (\агу) — 
волнистые крылья; з (за е) — соболиновый цвет тела; & (ватпе!) — гранатовый цвет глаз; з4 (вса!- 
Тореа) — зазубренные края крыльев; у (Готке@) — вильчатые щетинки; В (Ваг) — полосковидные 
глаза; ум (аве) - слитые продольные жилки, самки стерильны; саг (сатпаНоп) — алый цвет глаз; 
55 (ЪоЪЪеа) — подстриженный, короткие щетинки 


Реально наблюдаемая частота кроссоверов зависит от нескольких 
факторов. Во-первых, от числа особей, составляющих выборку, в которой 
проверяются фенотипы. В небольших выборках может случайно ока- 
заться, что наблюдаемые значения сильно отличаются в любую сторону 
от стандартных расстояний на карте. С увеличением размера выборки 
наблюдаемая величина будет все ближе и ближе приближаться к стан- 
дартному расстоянию. Стандартные расстояния, следовательно, можно 
определить только при проверке большого числа потомков. 

Другим фактором, влияющим на наблюдаемую частоту кроссоверов, 
является неодинаковая жизнеспособность разных фенотипических клас. 
сов (см. стр. 77): фенотипическое выражение аллеля -— обычно бывает 
более жжизнеспособным, чем соответствующего мутантного аллеля. Напри- 
мер (рис. 10—2) сыновья с фенотипом «щетинки расщеплены», «края крыль- 
ев обрезаны» обладают меньшей жизнеспособностью, по сравнению с сы- 
новьями дикого типа, и хотя в зиготах оба типа встречаются с одинаковой 
частотой, первые чаще погибают на ранних стадиях развития и поэтому 
соответственно реже встречаются при просмотре взрослого потомства, 
Кроме того, сами зиготы, которые должны дать самцов с расщепленными 
щетинками или с обрезанными краями крыльев, менее жизнеспособны, 
чем зиготы, которые должны дать самцов дикого типа. Независимо 
от того, за каким фенотипом после длительного периода развития про- 
водится наблюдение, значительную часть ошибок, связанных с разной 
жизнеспособностью, можно избежать, создавая оптимальные условия 
развития. Другой способ избежать большей части ошибок такого рода — 
это продлить просмотр кроссоверных фенотипов на одно поколение. 
Скрещивание ставится таким образом, что особи, за хромосомами кото- 
рых ведется наблюдение, получают гомологичную хромосому, содержа- 
щую нормальные аллели всех генов, по которым изучаются кроссоверы. 
Поскольку потомство от такого скрещивания фенотипически нормально 
жизнеспособность его будет примерно одинаковой, а тип хромосом 
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у него можно проверить по характеру 
потомства, которое дадут все особи в 
индивидуальных анализирующих скре- 
щиваниях. Например, самка на рис. 
10—2 скрещивается с самцом дикого ти- 
па и дочери Е, (все фенотипически нор- 
мальные) поодиночке скрещиваются с 
произвольными самцами. Дочери, кото- 
рые, кроме Х-хромосомы дикого типа 
Е -, полученной от отца, содержат 
Х-хромосому одного из следующих ти- 
пов: 5рЁ-; сё, +---, зр1 сЁ, дадут со- 
ответственно потомство мужского пола 
следующих типов: с расщепленными ще- 
тинками, но не с обрезанными крылья- 
ми, с обрезанными краями крыльев, но 
не с расщепленными щетинками; нор- 
мальных; с расщепленными щетинками и 
одновременно с обрезанными краями 
крыльев. Таким образом, то поколение, 
которое проверяется на частоту крос- 
соверов, оказывается в значительной 
мере защищенным от проявления раз- 
личий в жизнеспособности, поскольку 
его генотипы просматриваются в сле- 
дующем поколении. Для построения 
карт, а также для других целей, до- 
полнительная работа, необходимая при 
таком методе, часто оказывается оправ- 
данной. 

Вариации в частоте кроссоверов мо- 
гут быть обусловлены такжетакими фак- 
торами, как температура, питание, воз- 
раст самок, и наличие специфичных 
генов, которые влияют на сам процесс 
перекреста. 

Для того, чтобы лучше понять связь 
между кроссоверными картами и хиаз- 
мами, рассмотрим свойства сильно упро- 
щенной модели (рис. 10—3). Допустим, 
что хромосома (забудем о центромере) 
состоит из пяти областей одинаковой 
длины, и конец каждой области отме- 
чен геном. Допустим, что в каждои 
тетраде такого типа в результате пере- 
креста образуется одна и только одна 
хиазма, которая может располагаться 
с равной вероятностью во всех точках 
этих сегментов. Вероятность образо- 


вания хиазмы в области а — 6 для ге 
на рис. 40—3, равна 20%, т.е. среди каж 


> адах (20 
в мейоза) в пяти тетр 
лоидных продукто ) В вяикнет 40 кроссоверных и 10 некроссовер- 


10 некроссоверных нитей с 80 некроссоверны- 
получится всего 90 некроссовер- 
иваемой области 20% тетрад обла- 


хиазма. В результате этого 
ных нитей. Если сложить эти 
ми нитями из остальных 20 тетрад, 
ных нитей. Следовательно, в рассматр 


ксагетерозиготы, 
дых 25 тетрад (дающих 100 гап- 
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РИС. 10-2. 


Частота кроссоверов для двух сцеп- 
ленных с Х-хромосомой генову дро- 
зофилы 
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РИС. 10-3. 
Кроссоверы, возникающие в ре- 


зультате одной хиазмы 


изображенной 


%) в области а — 6 будет 


р ов мейоза являются кроссове- 
дают хиазмой и 10% гаплоидных продукт 
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рами (глава 9). Аналогично в области 6 —с будет, обнаружено 10% 
кроссоверов. В области а — с хиазма возникнет в 40% случаев и соот- 
ветственно 20% гаплоидных продуктов мейоза будут кроссоверами по 
маркерам а и с. Поскольку сумма расстояний между а — фиб — равна 
непосредственно измеренному расстоянию между а и с, в этой модели 
гены должны быть расположены линейно, точно так же, как в экспери- 
менте, ранее описанном в этой главе. 

В нашей модели наличие хиазмы в одной области автоматически 
исключает возникновение хиазмы в другой области. Следовательно, ве- 
роятность возникновения хиазмы в области а — с равна сумме вероят- 
ностей возникновения ее в области а — биб — с. Это является частным 
случаем общего правила, по которому суммарная вероятность возник- 
новения одного (не важно какого именно) события из серии взаимно исклю- 
чающих друг друга событий равна сумме вероятностей возникновения 
каждого из них. Таким образом, вероятность возникновения хиазмы 
между аи ] равна (20 -- 20 -- 20 -|- 20 -| 20)%, т. е. 100%. В результате 
в 100% тетрад будет по одному перекресту (т. е. по одной хиазме), что 
даст 50% кроссоверов. Следовательно, данная модельная хромосома 
обладает длиной в 50 единиц. 

Совершенно очевидно, что эта модель является крайне упрощенной, 
так как в тетраде обычно содержится больше одной хиазмы. Поэтому 
возникает вопрос: какие нити участвуют в обмене, когда в тетраде имеет- 
ся больше одной хиазмы? 

Для того, чтобы ответить на этот вопрос, пронумеруем нити тетрады 
от 1 до 4. Пусть 1 и 2 являются сестринскими нитями с нормальными 
аллелями, а Зи 4 сестринскими нитями с рецессивными аллелями 
(рис. 10—4). Еслив области а — 6 возникла одна хиазма между несестрин- 
скими нитями 2 и 3, вторая хиазма между несестринскими нитями в об- 
ласти 6 — с может возникнуть в результате любого из четырех воз- 
можных обменов: 2с3; 2с4; 1с3; 1 с4. Эти хиазмы изображены 
на рис. 10—4. Четыре типа единичных хиазм в области $ — с вместе с еди- 
ничной хиазмой в области а — 6 образуют двойные хиазмы следующих 
трех типов: 

Двунитчатые (в обеих хиазмах обмениваются те же самые нити). 

Трехнитчатые (одна из двух нитей, участвующих в первой хиазме 
принимает участие и во второй. Такая двойная хиазма может образо- 
ваться двумя способами). 

Четырехнитматые (во второй хиазме обмениваются те нити, кото- 
рые не обмениваются в первой). 

Рассмотрим генетические последствия этих четырех типов НОЧНЫХ 
хиазм между несестринскими нитями (изображенных отдельно на левой 
стороне рис. 10—5). Средняя колонка на рисунке показывает продукты 
мейоза каждой тетрады, а с правой стороны указано, являются ли эти 
продукты некроссоверами, единичными кроссоверами или двойными 
кроссоверами по области а — 6 — с. Два из четырех продуктов мейоза 
двойной двунитчатой хиазмы являются двойными кроссоверами (1 тв 

иа- с) и два некроссоверами (-- --- и а6с). Двойные кроссоверы 
как их иногда называют, «дубли» характеризуются изменением ие, 
ния среднего гена по отношению к двум крайним. Трехнитчатая тео 
хиазма дает один двойной кроссовер, два единичных кроссовера (в каж- 
дом из которых меняется положение одного из крайних генов по > 
шению к двум другим) и один некроссовер. Четырехнитчатая отно 
хиазма приводит к образованию четырех единичных кроссове аа 
Отметим, что все типы двойных хиазм дают некоторое ыы х нитей. 
с новыми комбинациями генов, т. е. кроссоверных нитей. Ея ство нитей 
разных типов двойных хиазм дает характерные соо дый из трех 


тн. 
типов кроссоверов и некроссоверов. Более того, сочетания тоны разных 
ов, которые 
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возникают при каждом типе двойных хиазм, отличаются от тех сочета- 
нии, которые получаются при единичной хиазме (дающей два некроссо- 
вера и два единичных кроссовера). 

Поэтому на основании генотипов продуктов мейоза можно определить 
относительные частоты, с которыми встречаются четыре типа двойных 
хпназм. Возникновение всех четырех типов с одинаковой частотой озна- 
чает, что нити, образующие одну хиазму, не влияют на нити, образующие 
соседнюю хиазму. В самом деле, опыты с нейроспорой показывают, что 
действительно возникают все четыре типа двойных хиазм, причем в неко- 
торых случаях они встречаются с одинаковой частотой. Для наших целей 
мы можем принять, что обычно при образовании хиазм не происходит 
интерференции хроматид, иными словами на данную хроматиду, обра- 
зующую хиазму, не влияет несестринская нить, которая может, в свою 
очередь, образовать хиазму в соседней области. Таким образом, пере- 
крест несестринских нитей в разных местах одной и той же тетрады про- 
исходит независимым образом. 

Влияет ли наличие одной хиазмы на вероятность образования в той 
яке тетраде второй хиазмы, если считать, что при возникновении двух 
хназм нет интерференции между хроматидами? 

Допустим, что в генетической системе, изображенной на рис. 10—4, 
вероятность образования единичной хиазмы в каждой области равна 
20%. Тогда, если возникновение хиазмы в области а — 6 не зависит 
от возникновения хиазмы в области 6 — с, 20% из 20% тетрад с хиазмой 
в области а — 6 будут иметь еще хиазму в области 6 — с, т.е. 4% тетрад 

будут нести двойную хиазму. (В соответствии с ранее приведенными с0об- 
ражениями среди этих 4% четыре типа несестринских обменов будут 
встречаться с одинаковой частотой.) Существует общее правило, что 
вероятность одновременного возникновения двух или большего числа неза- 
висимых событий равняется произведению вероятностей их возникновения 
по отдельности. ьА р к. 

Если бы в а — с области действительно обнаружилось 4% двойных 
хиазм, можно было бы заключить, что интерференции хиазм (или лучше 
интерференции перекрестов) не происходит, т. е. образование одной 
хиазмы не влияет на образование другой соседней хиазмы. С другой 
стороны, обнаружение только 2% двойных хиазм означало бы, что имеет- 
ся некоторая интерференция хиазм. 

Степень интерференции хиазм можно выразить в виде отношения: 

Число наблюдаемых двойных хиазм 0,02 
Число ожидаемых двойных хиазм — 0,04 =. 





50. 


Это отношение, называемое коэффициентом совпадения, выражает дей- 
ствительную частоту одновременного возникновения двух хиазм. Сле- 
довательно, коэффициент, равный нулю, означает, что`образонание одной 
хиазмы полностью препятствует образованию второй, & коэффициент, 
равный 1, означает, что одна хиазма не оказывает никакого влияния 


на образование второй. 
На практике, из-за ряд. 
в первую очередь терминали: 


а ошибок при наблюдениях, обусловленных 
зацией хиазм (стр. 29), число и расположение 


РИС. 10-4. 
Возможные рекомбина- 
ции хроматид в резуль- 
тате двойной хиазмы 
(подробности в тексте) 
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двойных хиазм обычно не определяют цитологически. Можно ли исполь- 
зовать частоту генетически обнаруживаемых двойных кроссоверов в ка- 
честве другого способа измерения интерференции хиазм или перекреста? 
Нет сомнений в том, что каждый наблюдаемый двойной кроссовер 
возник в результате множественного перекреста или множественных 
хиазм. Ожидаемую частоту двойных кроссоверов в области а — б—с 
можно подсчитать следующим образом: поскольку в каждой области 
(а —биб — с) один перекрест возникает с вероятностью 0,2, вероят- 
ность двойного перекреста составляет 0,2 от 0,2 или 0,04 (если бы, как 
и ранее, коэффициент совпадения равнялся 0,5, следовало ожидать, что 
двойные перекресты будут наблюдаться в 0,02 тетрад). Вспомним, что 
двойной перекрест может произойти четырьмя способами и может вклю- 
чать 2, Зи 4 нити тетрады. Если все эти возможности встречаются с оди- 
наковой частотой, только четверть (*/1в) всех продуктов мейоза с двой- 
ным перекрестом будет представлять собой двойные кроссоверы 
(рис. 10—5). Поскольку остальные три четверти (12/5) продуктов мейоза 
являются некроссоверами или единичными кроссоверами, они не пред- 
ставляют интереса для определения возникновения двойных перекрестов, 
так как они могли возникнуть и в тетрадах другого типа, например, 
в таких, где имелся один перекрест или не было ни одного. Соответствен- 
но, при частоте двойных перекрестов 0,04 следует ожидать 0,01 двойных 
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РИС. 10-5. 


Различные типы двойных хиазм между несестринскими хро- 
матидами и их тенетические последствия 
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вения перекреста равна 0,2 и вероятн 
ость того, что дан: 
кроссовером — 0,5. Вероятно данная нить станет 


ная на частоту единич- 
дает ожидаемую частоту двойных 
ласти). Таким образом, можно легко 


определить коэффициент совпадения на основании данных по двойным 


кроссоверам. 


Обычно коэффициент совпадения пренебрежимо мал, т. е. практиче- 
ски равен нулю, для небольших расстояний на карте и увеличивается 
с увеличением расстояния. Такая связь говорит о том, что возникнове- 
ние одного перекреста в тетраде, вероятно, мешает возникновению 
поблизости второго перекреста, причем это ограничение ослабевает 
по мере удаления от места первого. Например, у дрозофилы коэффициент 
совпадения равен нулю вплоть до расстояния в 40—45 единиц и, сле- 
довательно, на таком расстоянии не возникает двойных хиазм (или двой- 
ных кроссоверов). Когда же расстояние превышает 45 единиц, коэффи- 
циент совпадения постепенно приближается к 1, и тогда уже ничто 
не мешает образованию двойных хиазм. В хромосомах с равными пле- 
чами, по-видимому, нет интерференции в образовании хиазм по разные 
стороны от центромеры. 

Если бы в каждой тетраде была только одна хиазма, максимальная 
частота рекомбинаций между генами, расположенными на краях, равня- 
лась бы 0,5. Как изменяется частота рекомбинаций между крайними 
тенами, когда в хромосоме имеются двойные хиазмы? 

Если бы в каждой тетраде было по две хиазмы, можно было бы думать, 
что крайние гены должны давать новые комбинации с частотой, превы- 
шающей 0,5. Однако при рассмотрении рис. 10—5 выясняется, что, если 
все четыре типа двойных хиазм возникают одинаково часто, в среднем 
восемь гамет (единичных кроссоверов) будут содержать новые комбина- 
ции по одному из крайних генов и восемь гамет не будут содержать новых 
комбинаций. Из последних четыре будут некроссоверами и четыре — 
двойными кроссоверами, в которых средний ген изменил свое положение 
относительно крайних генов. Следовательно, даже Воля в каждой тетраде 
возникнет по две хиазмы, МО частота рекомбинаций между 

Й будет равна 0,5. 

и бе локуса и в каждой тетраде ВОВНиВЕОВ по три 
хиазмы (по одной в каждой области), мы обнаружим, что на каждые о про- 
дукта мейоза 32 будут рекомбинантами по крайним генам, а 3 ’ ими 
не будут. Легко подсчитать, что в тех случаях, когда между крайними 
тенами лежит четыре или больше хиазм, частота. продуктов меиоза, имею- 
щих нечетное количество кроссоверных областей, равна 0,5. В каждом 
из этих случаев ген на одном конце перемещается относительно гена, 
расположенного на другом конце. Однако оставшаяся нить содержит 
либо четное количество кроссоверных областей (что не приводит к отно- 
сительному перемещению генов, расположенных на двух концах хро- 
мосомы), либо не является кроссовером. Соответственно максимальная 
частота рекомбинаций между самыми крайними генами орны между 
тенами, лежащими ближе к середине) не превышает 0,5. 


10* 147 























Если два гена располагаются на хромосоме достаточно далеко друг 
от друга, частота рекомбинаций между ними будет близка к 0,5. Посколь- 
ку частота рекомбинаций между двумя неаллелями, равная 0,5, свиде- 
тельствует о их независимом расщеплении, на основании такой частоты 
рекомбинаций нельзя утверждать, что данные гены располагаются 
в одной хромосоме. Соответственно, если две пары генов дают частоту 
рекомбинаций, близкую к 0,5, они могут либо лежать далеко друг от дру- 
га в одной паре гомологичных хромосом, либо располагаться в разных 
парах гомологов. Однако, если два гена расщепляются независимо, но 
оба сцеплены с третьим геном, все три гена сцеплены друг с другом. 

Всякий раз, когда число изученных пар генов значительно превышает 
число пар хромосом, число групи сцепленных генов равняется или при- 
ближается к числу хромосомных пар. Отсюда следует, что число групп 
сцепления ограничено, и максимальное число этих групи равняется гап- 
лоидному числу хромосом. Позднейшее изучение групи сцепления 
у садового гороха показало, что два из семи первых изученных Г. Мен- 
делем пар генов входят в одну группу сцепления, но далеко отстоят друг 
от друга. Полученных ранее данных о частоте рекомбинаций было явно 
недостаточно для принятия гипотезы независимого друг от друга рас- 
щепления генов. 

Порядок расположения трех сцепленных генов можно определить 
на основании результатов одного скрещивания. Допустим, что для три- 
гетерозиготы -!--- -- /а%с проводится анализирующее скрещивание и в по- 
томстве наблюдаются разные фенотипы с частотами, указанными 
на табл. 10—41 слева. Эти значения, как мы помним, отражают частоты 
соответствующих генотипов в гаметах тригетерозиготы. Центральное 
положение занимает тот ген, который реже всего отклоняется от исход- 
ных комбинаций генов (+---- и 466), поскольку только среднему гену 
для этого необходимо возникновение двух хиазм. Следовательно, в дан- 
ном случае таким геном является ген с и в действительности гены распо- 
лагаются в последовательности асб (или бса). В этих рассуждениях легче 
разобраться, если рассматривать данные по скрещиванию, когда гены 
перечисляются в соответствии с их истинным порядком, как это сделано 
на табл. 410—1 справа. 


Таблица 10—1 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОРЯДКА ГЕНОВ НА ОСНОВАНИИ 
АНАЛИЗИРУЮЩЕГО СКРЕЩИВАНИЯ ТРИГИБРИДА 








ЗЕЕ ^^ 0,31 0:2 
абс 0,31 ас 0,31 
Еве 0,14 о 0,14 
а - 0,44 а---- 0,14 
+ 0,01 1 
а6-- 0,01 а--5 0,01 
5 0,04 +6 0,0% 
а--с 0,04 ав-- 0,04 

1,00 1,00 





Частота кроссоверов, наблюдаемых между локусами а и с, равна 
0,30; между сиб — 0,10. Частота единичных кроссоверов между аи 
равна 0,36. Однако в частоту кроссоверов между а и 6 входят и двойные 
кроссоверы. Поскольку каждый двойной кроссовер состоит из двух 
единичных кроссоверов между крайними генами, для того чтобы полу- 
чить суммарную частоту кроссоверов между а и 6, частоту двойных крос- 
соверов 0,02 нужно удвоить и прибавить к частоте единичных кроссове- 
ров. Следовательно, если учитывать двойные кроссоверы, генетическая 


148 





та, пост 

(0.30-10,40 ея частот кроссоверов, становится линейной 
оставляет 03 бт 0 и ). 0 мае частота двойных кроссоверов 
случае равен 0.02. полез, Так что коэффициент совпадения в этом 
уш 5РГ, который жи энному на 0,03, т. е. 0,66. В примере с областью 
отонние, у — 561, было АВ ранее в этой главе, самое большое рас- 
крестов. ом мало для возникновения двойных пере- 


в ге р представленных на рис. 10—6, построить 
ее о в уд нием расстояний между генами, если пред- 

ы росмотрено достаточное количество потомков и 
соблюдались стандартные условия постановки опыта? Для этого можно 
использовать расстояние между с и 6, поскольку на таком коротком 
участке может возникнуть только одна хиазма. Иначе обстоит дело 
с областью а — с, которая в данном опыте оказалась равной 30 едини- 
цам. Здесь можно ожидать возникновения двойных хиазм, однако 
отсутствие маркеров между а и с не дает возможности их обнаружить. 
Следовательно, стандартное расстояние между а и с должно быть больше 
30 единиц (а расстояние а — 6 больше 40). Отметим, что одна и та же 
ошибка укорачивает расстояния а —с и а— 6, следовательно для 
наблюдаемых расстояний а — с плюс с — 6 равняется а — 6. Правиль- 
ный порядок расположения трех сцепленных генов можно всегда уста- 
новить, если только два гена находятся на расстоянии меньшем 50 еди- 
ниц от третьего. Это можно сделать и в том случае, когда хромосома 
недостаточно помечена генетическими маркерами и в ней нельзя обна- 
ружить все множественные кроссоверные нити. 

Отсюда очевидно, почему наблюдаемые частоты кроссоверов для 
больших расстояний оказываются меньше стандартных расстояний 
на карте и почему стандартные расстояния на карте всегда получают 
суммированием коротких расстояний, на которых возможно образование 
только одной хиазмы. 

Хотя крайние гены могут давать не больше 50% рекомбинаций, дли- 
на кроссоверной карты может превышать 50 единиц. Например, если 
данная пара гомологов в среднем содержит две хиазмы в каждой тетраде 
(см. рис. 40—5), среди 100 продуктов мейоза будет 100 кроссоверов и длина 
карты будет равняться 100 единицам, хотя крайние гены дадут реком- 
бинации только в 50% случаев. В общей форме можно сказать, что длина 
стандартной карты равна среднему числу перекрестов (или хиазм) 
на тетраду, умноженному на 50. 


КРОССОВЕРНЫЕ КАРТЫ 


На основании частоты кроссоверов были построены генетические карты 
хромосом многих многоклеточных организмов. На рис. 10—6 по 10—9 
изображены карты сцепления для большого числа генов человека, мыши, 
кукурузы и нейроспоры. 


РИС. 10-6. 


Карта сцепления участка Х-хромо- 
сомы человека. Числа — расстоя- 
ния на карте, определенные в 5 не- 
зависимых исследованиях. 


Изображены следующие локусы: Ха (груп- 
па крови), недостаточность по Г6ФД (глю- 
козо-6-фосфат дегидрогеназа), дейтерано- 
пия (один из видов цветовой слепоты) и ге- 
мофилия А 


Гамофилия А 
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Группы сцепления у мыши. 


Объяснение обозначений генов см 


. В табл. 10—2 
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Таблица 10—2 








МУТАЦИИ МЫШИ 
а-серия 
а пой 1 
ве аж рык 
а! МасКк ап4 {а их 
Е спинка и бока и рыжевато-коричневое 
А® УВ е-ЪеШед авоци я г 
и УеПох агути с белым брюшком 
РЕ о желтая масть 
а Атез \уа] возбудимость, тремор 
атег танцующие 
и АТюреса безволосые 
ыс апеш!а анемия 
@% аах1а повышенная возбудимость, атаксия 
5-серия 
"- Бто\п коричневая масть 
в согдоуап масть цвета дубленой кожи 
вы светлые 
65 Безе бежевая масть 
В В1осву пятнистые 
Вп Веш изогнутый хвост 
бр Ъгасвуро915т коротконогость 
ы ЪеКеа опоясанный 
с-серия 
с ато альбинизм 
ск сышевШа шиншилловая масть 
6% ехеше Пай оп крайнее ослабление масти 
сп Ь1ша!ауап гималайская масть 
Са Сагаси] каракулевая масть 
ср сопови а! Вудгосерва!аз врожденная водянка головного мозга 
сг сти ед безусые 
ед сиу \Ы15Кегз вьющиеся усики 
4-серия 
а Че ослабленная масть 
а аще 1ебъа1 ослабленная масть, летальный 
аа Чагк темный 
4е дгоору-еаг повисшие уши 
р» опцтапё ВешитеНа множественные нарушения скелета и внутрен- 
них органов 
ат аиомаыхе уменьшенные размеры 
Ор Рарр!еа пестрая масть 
аг дтевег ? круговые движения 
4и диску утиная походка 
ау Чузкорыа шизси]аг1$ мышечная дистрофия 
ер ра!е еагз бледные уши 
7 Пехед {а изогнутый хвост В 
7 Паве суетливый; встряхивание головой Я 
{г 1тилу вьющиеся усики 
вый: короченный изогнутый хвост 
Неее ы У короченный, изогнутый хвост, аллеломорф Ку 
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Таблица 


10—2 (продолжение) 


МУТАЦИИ МЫШИ 








утонченные, вьющиеся волоски 


пониженное содержание глюкоуронидазы 
седые уши и гениталии 

круговые движения 

особенности гемоглобина 

слияние долей печени 

крючкообразный хвост 

безволосый 


безволосый 

утолщенная морщинистая кожа 

утолщенный у основания, укороченный торча- 
щий кверху хвост 

локус гистосовместимости 
локус гистосовместимости 
локус гистосовместимости 
локус гистосовместимости 
конвульсивные движения 
нарушение мышечной координации 

тремор при попытке движения 

нарушения костного и мембранного лабиринта уха 
шатающаяся походка 

светлые уши 

деформированные конечности 

свинцовая масть 

петлеобразный хвост 

полидактилия задних конечностей 

полидактилия задних конечностей 

белые пятна на брюшке, укороченный хвост 
потемнение спины, ушей и хвоста. 


© - 


> 


нарушения строения глаз 
белая масть, слабо пигментированные уши 


мозаичная масть 
пятнистый 
голый 
тучный 
олигодактилия 


слияние П, ПТ, иногда всех пальцев конечностей 


ослабленные, розовоглазые 
темные, розовоглазые 
стерильность 

ослабленная пигментация 
карликовость 

пятнистые 

круговые движения 
курносость 

узловатый пиловидный хвост 
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Таблица 10—28 (продолжение) 





МУТАЦИИ МЫШИ 
р ан НИ ео тело и хвост, скелетные аномалии 
малии передних конечностей 
ве роудасву!у полидактилия 
Г АА а 
шенная палочек глазная сетчатка 

Ва Вабсед косматый 
та теМпа] дебепегай оп дегенерация сетчатки 
Ве Вех усатые с волнистой шерстью 
и тее]ет расстройства координации движений 
то томов грубый 
ти гаЪЪу еуе рубиновые глаза 

$ р!еъа1а пятнистый 
за зайп атласный 
54 Пац!огВ’$ зВог6 фай короткохвостые 

5е ЗНогё еаг короткие уши 

5] зсигРу покрытые перхотью 

$5 збарсегег шатающаяся походка 

$1-1 зВакег-1 круговые движения, повышенная возбудимость 
51-2 звакег-2 

Я зПИуег серебристая масть 

51 Эбее] стальной оттенок масти 

51а зех-ПпкКе4 апепа сцепленная с полом анемия 

бо ЗошЪте темные 

бР Зр!обеВ пятнистая масть 

51 Зтабей бородавчатые 

80 бпе!| жатег вальсирующие (описаны Снеллом) 

1-серия 

1 ба Шезз бесхвостые 

УВ Вгасвуигу короткохвостые 

Та Таьъу | муаровые 

1с {типсае укороченный хвост 

й фаНеа повторное облысение головы и тела р 

РЗ фобегте перемещающиеся расстройства движений 

НД иКеа Неаа наклоненная голова на одну постоянную сторону 
й 1рзу кроликоподобная шатающаяся походка 

й вай кз изогнутый хвост 

То Тогбо1зе черепаховая масть 

р {апре слегка ослабленная масть 

ожащие 
о С ее: АЕ В-глобулины сыворотки 
крови 

То ТУ ег кружащиеся 

ип ппашабед волнистые волосы 

и ен круг 

к и О выраженный тремор, шатающаяся походка 
ФЕ уезы ва] {ай рудиментарный хвост 

УИ -серия 

Ф Роштапе зройие доминантная пятнистость 

за Атшез дотитапь зроИйпя доминантная пятнистость 
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Группы сцепления у кукурузы. Там, где положение центромер известно, они изображены кружками 
Объяснение обозначений генов см. в табл. 10—3 
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Габлица 10—2 (окончание) 





Тау 4опитапть зро/те 
\теауег 


хаже4-1 
узаузед-2 

ма ег 
жеПВааг!с 
мЫытег 
маЪЫег-1е а! 


ап&Восуашт 
аБезсепё 
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пе Наогезсепсе 
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Ъгасвуйс р1апё 
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сги у 1еауез 
Ч\уаг! 

де!есйуе епдозреги 
ройе4д 

да епдозрегиа 
ебсве4 а]еигопе 
Нпе зитре4 1езауез 
Поигу епаозрегиа 
до еп р!ап 
Сашеборвуйе Ёасбог 


21033У 

отееп з1ре4 1еауез 
Не шиниВозрогима гез1$- 
фапсе 


10)ар зы1ре 


ибепз1Нег 


]арошка заре 


доминантная пятнистость 


нежизнеспособные нарушения в строении моз- 
жечка 

волнистая шерсть 1 

волнистая шерсть 2 

расстройство координации передвижения 
вьющиеся волосы 

круговые движения, повышенная возбудимость 
шатающаяся походка, летальный 


Таблица 10—3 
МУТАЦИИ КУКУРУЗЫ 


антоциановая окраска всех частей растения 
беловатые листья 

развитие пыльников в женских цветках початка 
отсутствие синапсиса 

усилитель антоциановой окраски 

ветвистость початка, отсутствие нитей 


пятнистая окраска алейрона 

ломкий стебель 

коричневая окраска срединной жилки листа 
желтовато-коричневая окраска алейрона 
коричневая окраска перикарпа 
брахитичный общий вид, 


укороченные междоузлия, нормальные размеры 
остальных органов 


сильно сморщенный эндосперм 
короткие междоузлия 
бронзовый антоциан 

один из генов окраски алейрона 
шоколадная окраска перикарпа 
короткий сморщенный лист 
карликовое растение 
недоразвитый эндосперм 
пятнистость алейрона 

тусклый эндосперм 


альбинистическая полосатость листьев 
кремнистый крахмалистый эндосперм 
золотистая окраска растения после цветения 


ген, действующий на скорость прорастания пыль- 
цевых трубок 


глянцевитость проростков 
светло-зеленая полосатость между нервами листьев 
устойчивость к НепиВозрогиии 


продольная альбинистическая полосатость листь- 
ев, начиная со всходов 


усилитель красной и пурпуровой окраски алей- 
ронового слоя 


«японская» альбинистическая продольная поло- 
сатость листьев 
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Таблица 10—3 (окончание) 


МУТАЦИИ КУКУРУЗЫ 





КП Кпойед 1еа{ 
18 19 1ез5 
Е Плеаёе зытре 
тз шае беге 
М МодШегоЁ В 
па папа р]апё 
о орафие епаозреги 
оу о уеПо\ 
Р Ремсагр со]ог 
с рае отееп 
Р Ригр]е р!апё со]ог 
рт рае ш1аь 
ро ро ушойс 
рт ригрЬе а1епгопе 
РУ рушу ра 
В Ашосугит 
та татозаеаг 
В: газсез 1еауез 
Вр Вез156апсе $0 Риссп!а 
5% эвгипкеп 
8 $ ]ез$ 
51 З1азВей 1еауез 
зт запиоп ЗИК со]ог 
5Р ;зтаП роПеп 
8г збг1абе 
зи зцрагу епдозрегт 
Тр Теоро4 
Тз Таззе] зее 


85 {аззе] зееа 


Ти Тишса(е 

о утезсепь 

р уезИз1а! 2]итез 
75 мБ Ще знеа В 

Ух ууаху еп4дозрегт 
и УеПо\у епдозрега 
УЕ ‘уеПоу ртееп 

уз уеПоху зи1ре 

26 2ерга зи1ре 

21 зузойс 1еа1 


узловатый лист 

отсутствие язычка 

тонкая альбинистическая полосатость верхних 
листьев 

мужская стерильность 

модификатор В 

маленькое карликовое растение 

непрозрачный эндосперм 


окраска перикарпа и стержня початка 
бледно-зеленая окраска 

пурпуровая окраска растения 
бледная срединная жилка листа 


повышение числа митозов перед образованием 
половых клеток =| 


пурпуровая окраска алейрона 

мелкое растение 

красная окраска алейронового слоя 
ветвящийся початок и метелка 

омертвение участков ткани на верхних листьях 
устойчивость к грибку-паразиту Риссёа зогет 
морщинистость, вдавленность эндосперма 


отсутствие нитей на початке, полное бесплодие 
початка 


разорванные листья у всходов 


оранжево-розовая окраска рылец 
мелкая пыльца 


сахарный эндосперм 

сильное развитие колосковых чешуй, женских 
цветков у основания початка, длинные ножки 
початков, редукция веточек метелки 

мужские цветки на метелке превращаются пол- 
ностью в женские, развивается нормальное зер- 
но, растение становится чисто женским 

сильное развитие колосковых чешуй женских и 
мужских колосков 

позеленение проростков 

рудиментарные колосковые чешуйки 


восковидный эндосперм 

желтая окраска эндосперма 
желтовато-зеленая окраска растения 
желтая продольная полосатость листьев 


поперечная зебровидная полоса: 


тоесть листы 
летальность зигот ть 
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У 
11-2 сНо1-2. 
+саи!Яочуег 4а4-8 
уг-4- 
1еи-3 ыы 16-2 
| 
ец-. + уз-5(25с0) 
ео Нвге-2 а 
тайпе РИ 
Е суз-1+ 
а9-51 ‘Уре 
ато атуз 
су{-1- 27 8-3 Тю сэ 
ис т. и 4 и и а 
а ${-2 $ р $ Е. уг-1 о-—\уз-1 |: 
таве 15-4 а ег РЧх-1агр-20Х 0 з Е я га 
ы 04-3 Ч агот-3 руг-3 м1 Ч -1 БиНоп 
‚ст15р 1еи [2 
МНЕ, сотраеё 14-6 19-2 Игур-2 тео ГП -7 
ы рап ‘{со1-1 В 
{1-1 реасв те 8+ а4-4 | 154-4 ог. 
] с пота-4 ТО ' ви те-5 У ТЕ 
ОЖ у ат агб- 
а4-2 руг-2 131] аго-4 аго-7 Г 
а уро та{ аго-8 врат п! 
= ос-1 а пе. ] 
т Ы5си И 5ег-2 
пр ау | ] 
тЫ + уе1уе! раь-оа9 7 
| а|-1 (аиг) уг-1 
сап азр 
паи Рше 
10 ебиниц расствяния 
на карте 
0$ 
+ зо 
РИС. 10-9. 


Группы сцепления у Меигозрога стазза 


Относительные размеры хромосом и центромер (кружки) показаны в правом нижнем 
углу. Хромосомы и группы сцепления пронумерованы независимо. Расстояния на 
карте даны; приближенно. Объяснение обозначений генов см. в табл, 10—4 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Используя частоту кроссоверов в качестве меры расстояния между локу- 
сами, показали, что гены располагаются в линейном порядке. Наблюдае- 
мые частоты кроссоверов колеблются из-за вариаций как в размере вы- 
борки, так и факторов (температуры, возраста, питания, генотипа), 
влияющих'либо на сам процесс перекреста, либо на процессы, протекаю- 
щие после него (разная жизнеспособность). Стандартные кроссоверные 
карты строятся при стандартных (оптимальных для перекреста) усло- 
виях. 

Один перекрест (или хиазма) может интерферировать с возникнове- 
нием в той же тетраде другого перекреста. Эта интерференция перекре- 
стов или хиазм ослабевает с увеличением расстояния между двумя обла- 
стями. Когда происходит двойной перекрест, обмен хроматид в одном 
перекресте, как правило, не влияет на то, какие хроматиды обменяются 
во втором. Следовательно, обычно хроматиды не интерферируют друг 
с другом. у Е 

Максимальная частота рекомбинаций между генами, расположен- 
ными на концах хромосомы, составляет 50%, независимо от того, сколько 
хиазм возникает в тетраде. Хотя взаимное расположение генов можно 
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Таблица 10— 


МУТАЦИИ НЕЙРОСПОРЫ. БОЛЬШИНСТВО МУТА 


НЕОБХОДИМЫХ ДЛЯ РОСТА 





тип скрещивания 
ацетат 
аденин 
альбинизм (белые конидии) 
9-аминный азот (недостаточность по 
глютамат-дегидрогеназе) 
отсутствие мицелия (ярко выраженный 
морфологический вариант) 
аргинин 
ароматические аминокислоты (тирозин 
- фенилаланин -|- триптофан -{ пара- 
аминобензойная к-та) 
аспарагин 
золотистые конидии (вероятно аллель 
а/—1) 
устойчивость к канаванину 
холин ы 
морфология колоний 
цистеин 
измененная цитохромная система 
формиат 
гистидин 
гомосерин 
инозитол 
изолейцин -|- валин 
лейцин 
лизин 
метионин 





АЛЬФРЕД СТЕРТЕВАНТ 
(1945) 


ЦИЙ КАСАЕТСЯ ФАКТОРОВ, 


т никотиновая кислота 

пй не использует нитраты 

п: никотиновая кислота илитри- 

птофан 

95 чувствительность к высокому 
осмотическому давлению 

0%1—Р дефектность оксидазы 
Д-аминокислот 

Раф п-аминобензойная кислота 

рап пантотеновая кислота 

24% пиридоксин 

го! пролин 

Риг пиримидин 

6  рибофлавин 

ег  серин 

$/о потребностьв сульфонамидах 

5и супрессор 

бис сукцинатили какое-либо дру- 
гое промежуточное соедине- 

. ние цикла Кребса 

и  тиамин 

Иг  треонин 

триптофан 

Ш тирозин 
измененная ст хе 
зиназы мы ме 

241 валин 

2715 видимые (название употреб- 
ляется для многочисленных 
морфологических мутаций) 

У0 желтые конидии 


легко определить при анализирующем скрещивании тригетерозигот, рас- 
стояние между двумя маркированными локусами недооценивается, если 
множественные кроссоверы между ними остаются незамеченными. 
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ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


10.1. Является ли факт линей 
или против гипотезы о том, что ге 
ните. 


ного расположения генов доводом за 
ны располагаются в хромосомах? Пояс- 


двойной кроссове ? у ней- 
роспоры? р ру дрозофилы? у ней 


10.3. Допустим, пара гомологов 
АВ/аб. Нарисуйте аск, соде 
в которой: 


в у нейроспоры обладает генотипом 
ржащий восемь спор, возникших из клетки, 


а. не было хиазм между этими гомологами. 


6. имелась одна хиазма между центромерой и ближайшей 
к неи парой генов. 


в. имелась одна хиазма между двумя парами генов. 
г. имелась одна двунитчатая двойная хиазма между двумя 
парами генов. 

10.4. В чем преимущества нейроспоры перед дрозофилой в качестве 
объекта генетических исследований? 

10-5. При каких условиях может произойти расщепление пары алле- 
лей во время первого деления мейоза? во время второго деления мейоза? 

10.6. Какие могут быть указания на то, что различная жизнеспособ- 
ность оказывает влияние на экспериментально измеренные кроссоверные 
расстояния? 

10.7. По скольким сцепленным локусам должна быть гетерозиготна 
особь дрозофилы или нейроспоры для того, чтобы на основании данных 
по кроссоверам определить, в линейном или каком-либо ином порядке 
располагаются данные локусы? Поясните. 


10.8. Анализирующее скрещивание показывает, что один из родите- 
лей образует следующие типы гамет: 42,4% РЯ, 6,9% Рх, 7,0% ре и 
43,1% р2. Перечислите все генетические выводы, какие можно сделать 
на основании этого результата? 

10.9. Проводится анализирующее скрещивание тригетерозиготы 
АаВЬСс с тройным рецессивом аа 6 сс. Для фенотипов потомства полу- 
чились следующие соотношения: абс 64, аб С 2, аВс 11, аВС 18, АБС 14, 
Афс 17, АВс3З, АВС 11. 

а. Какие локусы сцеплены? Почему? 
6. Перепишите генотипы обоих родителей. 


в. Определите наблюдаемые расстояния на карте между все- 
ми парами сцепленных генов. 


10.10. Самка дрозофилы с желтым цветом тела, киноварным цветом 
глаз (уегш1Цоп) и обрезанными краями крыльев скрещивается с самцом 
дикого типа. В Е, все самки дикого типа, а самцы желтые с киноварными 
глазами и обрезанными крыльями. При скрещивании Е, между собой 
в Е, получаются следующие фенотипы: 

1712 желтый, киноварный, обрезанные 
470 киноварный, обрезанные 

265 желтый, обрезанные 

48 желтые, киноварные 


1781 дикий тип 
442 желтый цвет тела 
296 киноварный цвет глаз 
53 обрезанные края крыльев 


На основании этих данных постройте кроссоверную карту У, 0, сё 


и укажите расстояния между локусами. 
%0 Аи | практическое значение линейного расположения сцеплен- 


ных генов? 
10.12. Как можно определить положение центромеры в группе сцеп- 


ления у нейроспоры? 
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10.13. При каких условиях все восемь аскоспор из одного аска яв- 
ляются обнаружимыми кроссоверами? 

10.144. У кукурузы позеленение проростков, глянцевитость пророст- 
ков и варьирующая стерильность обусловлены тремя рецессивами о, #1 
и иа соответственно. Бидл провел анализирующее скрещивание и получил 
следующие фенотипические результаты: 


235 нормальных 270 © &1 за 
40 эа 48% и 
60 о 62 #1 га 

7 = доза 


Постройте кроссоверную карту для этих трех генов и укажите расстоя- 
ния между локусами. 

10.15. Какое влияние оказывают необнаруженные множественные 
кроссоверы на последовательность маркированных локусов? на наблю- 
даемые расстояния между маркированными локусами? 

10.16. Какие данные можно привести в пользу того, что при пере- 
кресте обмениваются сегменты хромосом, а не индивидуальные локусы? 

10.17. Разъясните следующее утверждение: частота расщепления па- 
ры генов во время первого деления мейоза у нейроспоры обратно про- 
порциональна расстоянию от центромеры. 

10.18. Как можно перевести процент асков, в которых наблюдается 
расщепление во втором делении мейоза, в расстояние от центромеры? 

10.19. У нейроспоры мутант аё не способен синтезировать аминокис- 
лоту аргинин, а мутант # не синтезирует витамина тиамина. Поскольку 
для выживания необходимы оба эти вещества, объясните, как поддер- 
живается чистая культура аб № и как производится проверка наличия 
таких мутантов. 

10.20. Дигибрид по мутантам, описанным в вопросе 10.19, дает аски 
со следующим порядком расположения спор: 











Споры 
Число асков 
1+2 8+4 5+6 7-8 
2% аи! ава ++ неаы 
27 -- НЕ ава а 
26 а ав + 0 
23 и в ав -- аз 





Как располагаются эти локусы друг относительно друга и относительно 
своей центромеры (или центромер)? Как можно определить генотипы 
этих спор? 

10.21. Как располагается мутация а на карте относительно 
меры, если нейроспора, гетерозиготная по этой мутации, дает аски 
дующим порядком расположения спор: 


центро- 
со сле- 





Споры 





Число асков 


ны +4 5+6 7+8 





фев ь- 











но 
ТЫ 


›о- 
ге- 


в асках споры расположились 


10.22. Допустим 
у. › Что после определенного скрещивания у нейроспоры 


в следующем порядке: 

















Е Споры 
асхов 142 844 5 
или { 8 5-6 3 + : р + : 
92 ту ху =- ть 
2 зу РНЕ = + 
; =у а 
ту =- У ++ 
: =у а 9 
1 = ту т ЕЕ 
ь =-+ ту ++  +у 





а. Сцеплены или нет гены хи у? 

6. Если они не сцеплены, то на каком расстоянии от своей центроме- 
ры находится каждый тен? Если они сцеплены, постройте кроссоверную 
карту для х, у и их центромеры. 

в. Происходили или нет в данном случае двойные перекресты? 

10.23. На рис. 10—10 изображены аски гриба богда“а ртисо!а. Аски 
находятся на разных стадиях созревания. Самые зрелые содержат темные 
споры. Какие генетические выводы можно сделать на основании этой 
фотографии, если известно, что все клетки —родоначальницы этих ас- 
ков — обладали одинаковым генотипом? 





РИС. 10-10. 
Аски ботаата Птисойа. 
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Глава 11 


ИЗМЕНЕНИЯ ЧИСЛА ХРОМОСОМ 


В предыдущих главах, за исключением глав 6 и 8, была сделана попытка 
определить свойства генетического материала по данным о процессе 
генетической рекомбинации. Этот процесс позволил выявить существо- 
вание различных единиц рекомбинации генетического материала, вклю- 


чающих, в порядке уменьшения размеров, геном, хромосому и гены 
в хромосоме — и как наименьшую единицу рекомбинации — рекомби- 
национный ген. 


Этой главой начинается изучение генетического материала по данным 


о процессе мутирования. Мы специально постараемся изучить, до какого 
предела можно разделить генет 


ический материал на мутирующие еди- 
ницы, все время имея в виду, что единицы мутации и рекомбинации 
в одних случаях могут быть идентичными, а в других — нет. 
Мы смогли изучить рекомби 


что он оказывает обнаружимое влияние 
тернативном состоянии. Легко видеть, 
организмах в одной и той же форме, то его нельзя было бы обнаружить, 
так как все особи имели бы один и тот же генотип, и, следовательно, 
обнаруживали один и тот же диапазон фенотипического выражения. 
Другими словами, до сих пор в этой книге шла речь только о тех генах, 
которые встречаются либо в различном числе У разных особей, либо 
имеют альтернативный аллель, причем соблюдалось одно условие, 
а именно: такое генетическое различие приводит к обнаружимому изме- 
нению фенотипа. 


Среди живых организмов генетические различия такого рода огромны. 
Мы уже видели, что некоторая определяемая генами изменчивость фено- 
типа обусловлена разделением полов, в результате чего посредством 
расщепления, перекреста и оплодотворения образуются новые комбина- 
ции уже существовавших генов. Эти механизмы рекомбинации переме- 


шивают гены, подобно тому как тасование колоды игральных карт при- 
водит к огромному количеству комбинаций. 


ОБНАРУЖЕНИЕ МУТАЦИЙ 


Мы хотим ответить на два вопроса относительн 
что они собой представляют и как они возника 
сначала суметь отличить мутанта — действите 
форму, получившуюся в результате мутации 
существовавшим генам. Чтобы показать, 
анализ, можно использовать пример с 2 
в лабораторных линиях нет мух с придатк рзальном углу 
торакса. Затем появилась одна-единственная муха с придатком в этой 
части тела (рис. 11—1); такой признак обнаруживается примерно у поло- 
вины потомства, полученного от скрещиваний этой мухи с диким типом 
любой другой линии (ауткросс). Как следует объяснять появление этого 
нового фенотипа («шестикрылая» дрозофила)? 

Если условия выращивания не менялись, то фенотип Нехаркега 
не может быть обусловлен только одними внешними факторами. Может 
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о генетических различий: 
ют? Для этого нам нужно 
льно новую тенетическую 
— от рекомбинанта по уже 


как можно провести такой 
тозорй Ца. Предположим, что 
ом в переднедо 








РИС. 11-1. 


Фенотип «шестикрылый» 


(Нехарега) ур. тепо- 
5азег. 





ли фенотип Нехарфега появиться в результате новой комбинации уже 
существовавших генетических единиц? Его появление не может быть 
обусловлено взаимодействием двух определенных аллелей, уже имев- 
шихся в популяции, которые при оплодотворении случайно попали 
в одну зиготу, так как такое сочетание должно бы было складываться 
редко, и после расщепления нельзя бы было ожидать появления этого 
фенотипа у сколько-либо заметного количества потомства, получаемого 
при ауткроссе. Более того, его появление не может быть обусловлено 
и редкой комбинацией уже существовавших несцепленных неаллельных 
тенов, так как в последнем случае не более четверти потомства имело бы 
новый фенотип. Следовательно, появление Нехарёега не может быть 
связано с расщеплением. Такой новый фенотип мог бы появиться в ре- 
зультате редкого перекреста между двумя очень тесно сцепленными 
локусами, так что два ранее разделенных неаллельных гена оказались 
в одной хромосоме. Возникнув однажды, такое новое сочетание сцеп- 
ленных генов оставалось бы почти всегда интактным и должно было бы 
передаваться половине потомства. Предположим, однако, что хромосомы 
родителей были соответствующим образом маркированы и оказалось, что 
в участке хромосомы, существенном для образования нового фенотипа, 
перекреста не было. В таком случае полученный результат не объясняется 
тт стающееся разумное объяснение должно заключаться 
в том, что в генетическом материале произошло совсем новое измене- 
ние — мутация. Если мутация доминантно влияет на фенотип, то не труд- 


но определить, обусловлен ли новый фенотип мутацией или генетической 
а ашааной мутации для появления у потомства доминант- 
ного мутантного признака необходимо, чтобы только один родитель имел 
специфический генотип; в качестве предпосылки для поВрлеЯ этого 
признака не нужна какая-либо особая, ПоНВТАНеСКАЯ т оон 
В других случаях новый фенотип появляется У О ИОТВА, По 
оба родителя имеют особые генотипы, и для его появления необходима 
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генетическая рекомбинация. Отметим, что обнаружить полностью рецес- 
сивный аутосомный мутантный ген можно только через столько поколе- 
ний, сколько их требуется для того, чтобы произошло скрещивание двух 
гетерозигот с образованием мутантной гомозиготы. Может пройти много 
поколений до тех пор, пока рецессивная мутация окажется в гомозигот- 
ном состоянии, и за это время мутантный аллель может стать довольно 
распространенным в популяции в гетерозиготном состоянии. Если гено- 
тип популяции однороден или известен, можно реконструировать (зад- 
ним числом) происхождение нового рецессивного мутанта. Если, однако, 
тенотин популяции неизвестен, то невозможно определить, когда впервые 
возникла рецессивная мутация, и ее можно считать (обоснованно или 
нет) одним из обычно имеющихся в популяции генов. 

Очевидно, что обнаружение как рецессивных, так и доминантных 
мутаций облегчается при использовании чистых линий. Как отмечалось 
в главе 1, в чистых линиях самоопыляющихся бобов иногда неожиданно 
появлялись фенотипические варианты, обусловленные не флуктуациями 
среды, а мутациями. Если из-за невозможности самооплодотворения 
нельзя получить полностью чистые линии, то обнаружение мутаций 
облегчается, когда известны предсуществующие генотипы. 

Мы увидели, как можно доказать, что некий фенотип появился в ре- 
зультате мутаций, однако, мы не определили, какое произошло генетиче- 
ское изменение. Это изменение может предположительно включать как 
весь геном, так и генетический материал отдельного генетического локу- 
са. Изменения последнего типа нельзя обнаружить цитологически. Одна- 
Ко, хотя и нельзя провести адекватного цитологического исследования, 
генетические исследования показывают, что связанное с возникновением 
Нехарега изменение хромосомы субмикроскопично. Обратимся теперь 
к мутациям, для которых известно, что они связаны с большим видимым 
изменением хромосомного состава, обнаруженным либо генетическими, 
либо цитологическими методами, и отложим для дальнейшего рассмотре- 
ния мутации, включающие субмикроскопические изменения хромосом. 


ГЕТЕРОПЛОИДИЯ 


Обнаружено, что гигантский тип ослинника Оепо#ета, названный 219$, 
является мутантом. Другие Оепо!ега, как и большинство размножаю- 
щихся половым путем видов, диплоидны, т. е. обладают двумя наборами 
хромосом (по одному геному от каждой из гамет). Цитологическое иссле- 
дование показывает, что у типа 2545 имеется три генома; следовательно, 
такие особи триплоидны. Изучение других групп диплоидных растений 
выявило родственные типы, которые, как было показано, имеют четыре 
генома (тетраплоиды); другие типы могут содержать шесть (гексаплоиды) 
или восемь (октаплоиды) наборов. Хромосомный состав, включающий 
необычное число нормальных наборов хромосом, называется гетеропло- 
идным. Существование лишних целых геномов было названо полиплои- 
дией; этот термин применим к множественности гаплоидного числа, если 
нормальным состоянием является моноплоидия. Заметим, что при изме- 
нении числа геномов сохраняются те же отношения хромосом (и генов) 
друг к другу, что и при нормальных условиях. Такие изменения назы- 
ваются эуплоидными (прямопропорциональными). 


1. Аутополиплоидия 


Различные формы дурмана Раёига содержат разное Число полных геномов 
и имеют разные плоидности 1. Некоторые из них гапло 


тие — 

диплоидны, триплоидны или тетраплоидны. На рис. 11—2, 5 а 
1 Последующее изложение основывается на работе А. Ф. Блэксли и Дж. Биллинга, 
. . 
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РИС. 11-2. 
Плоидность дурмана 
(№ = 42) Ти 2м ЗМ 4М№ 


цветки, образуемые каждым из этих типов (соответствующие семенные 
коробочки приведены в верхнем ряду). Отметим, что размер цветка воз- 
растает с увеличением плоидности. На рисунке показаны семенные коро- 
бочки, получающиеся при опылении исследуемого растения пыльцой 
диплоида — различия в величине обусловлены отчасти различиями 
в количестве содержащихся в них или развивающихся семян. 

У ряда млекопитающих обнаружены триплоидные и тетраплоидные 
эмбрионы. Полиплоидны даже расы некоторых животных. Известны, 
например, тетраплоиды водяного рачка Аг{етёа, морского ежа Ес тиз, 
круглого червя А5са715 и мотылька 5о{епо_а. Были также найдены 
полиплоидные личинки саламандр и лягушек, хотя в этом случае поли- 
плоидные расы не образуются. Полиплоидия обнаружена также и у Рто- 
зорй а: были обнаружены триплоидные (3Х --3 набора А) (рис. 141—3) 
и тетраплоидные (4Х -+- 4 набора А) самки. У ДгозоррИа были также 
найдены отдельные гаплоидные (1Х -- 1 набор А) участки тела. 

Один из возможных путей увеличения плоидности — это добавление 
теномов уже имеющегося типа — путем аутополиплоидии — как было 
в случае Даёшга. Аутополиплоидия может возникать различными сно- 
собами. 

1. Может быть ненормальной анафаза митоза, так что в одном ядре 
оказывается удвоенное число хромосом, и это ядро делится затем, как 
обычно, давая дочерние полиплоидные ядра и в конечном счете — путем 
бесполого размножения — полиплоидное потомство. 

2. Иногда два образовавшихся в процессе мейоза гаплоидных ядра 
сливаются, образуя диплоидную гамету, которая, после оплодотворения 
таплоидной гаметой, образует триплоидную зиготу. Соответственно 
оплодотворение оказавшейся без ядра гаметы может привести к разви- 
тию гаплоида. 

3. У гаплоидных особей может произойти мейоз и, хотя обычно при 
этом получаются гаметы, содержащие лишь часть генома, иногда может 
получаться и полная гаплоидная гамета, которая после оплодотворения 
другой гаплоидной гаметой образует диплоидную зиготу. 

Аутополиплоидию можно вызвать искусственно, влияя на митоз 
и мейоз с помощью таких ядов, как колхицин или его синтетический 
аналог колцемид (которые разрушают веретено, предотвращая таким 
образом расхождение хромосом в анафазе), а также с помощью стрес- 
сорных воздействий (голодание) и низкой температуры или радиации. 

Некоторые самки бо{епоБа образуют гаплоидные яйцеклетки, другие 
продуцируют диплоидные яйцеклетки. Развитие яйцеклеток обоих типов 
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РИС. 11-3. 
Нормальная (слева) и триплоидная (справа) самки Д. теаповазег 


Тело самки ЗМ слегка больше, чем тело самки 2М; ее клетки также 'несколько круп- 
нее (зарисовано Е. М. Уоллесом) 


начинается без оплодотворения: они начинают развиваться партеногене- 
тически. Однако во время развития ядра соответствующих индивидуумов 
сливаются попарно, что приводит к нормальным диплоидному или тетра- 
плоидному состоянию. В этом случае нормальный партеногенез при- 
водит к нормальной диплоидии или тетраплоидии. У многих других 
организмов вызванный искусственно партеногенез может привести 
к гаплоидному развитию. 

Гаплоидное развитие обычно диплоидного организма, как правило, 
приводит к аномалиям. Последние могут быть иногда вызваны проявле- 
нием вредных генов, которые не проявляются в диплоиде из-за наличия 
в гомологичных хромосомах их нормальных аллелей. Однако это не всегда 
так. Если удвоение числа хромосом (как естественное, так и искусственно 
вызванное) происходит на ранней стадии развития, то может получиться 
нормальный диплоидный (и гомозиготный) зародыш; удвоение хромо- 
сом приводило, например, к образованию партеногенетических саламандр 
и кроликов (самок). По крайней мере в этих случаях причины ненормаль- 
ного развития гаплоида могут быть совсем другими. Одна из этих воз- 
можных причин заключается в соотношении объема и поверхности ядра 
и в соотношении между ядром и цитоплазмой. Эти соотношения изме- 
няются, если приспособленная к диплоидному существованию клетка 
оказывается гаплоидной. Этим же можно объяснить и то, что развитие 
триплоидных и тетраплоидных зигот мыши через несколько дней пре- 
кращается, хотя первоначально частота митозов У них нормальна. 

Изменения плоидности происходят также при гаметогенезе и оплодо- 
творении. Эти и некоторые другие, уже обсуждавшиеся случаи изменения 
плоидности у разных организмов, происходят в норме. (Изменение пло- 
идности может считаться мутацией, только если оно не происходило 
ранее.) Аутополиплоидия может встречаться в норме в какой-либо части 
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РИС. 11-6. 
Пара хромосом ТУ, 
в ядрах клеток сл. 
(каждый из гомо. 


высокой полинемностью) и 
в ме- 
тафазе митоза (стрелка), о 


ванная в одном и том же о 
бе (С. В. т! асез. Т. Неге- 
Чну, 26, 62, 1935) 








ие. 





РИС. 11-4. 


Хромосомы слюнной железы личинки самки р. тааповазет 
(В. Кац! шапи. 7. НегедЦу, 30, 5, фронтиспис, май 1939) 





РИС. 11-5. 


Область диска (вверху) и между 
дисками (внизу) натянутой хромо- 
сомы слюнной железы дрозофилы. 
Фотография получена с помощью элек- 
тронного микроскопа при увеличении 
около 12 200. (5. Негедну, 43, 234, 
1952) 





И. Гершкович 
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многоклеточного организма: н 
торых соматических тканях 
из упоминавшихся выше сл 
сти происходит посредств 


апример, она имеет место обычно в неко- 


человека, таких, как печень. Во многих 
учаев аутополиплои 


ом эндорепликации: геном реплицируется 


хромосом разделяются, 


2. Полинемия 


Вспомним, что в обычной клетке Ртозорр Йа метафазная Х-хромосома 
палочкообразна (см. рис. 1—4) исодержит хроматиды, каждая из которых 
туго скручена в ряд спиралей, подобных волоску в электрической лам- 
почке; во время интерфазы хроматиды раскручены. Хроматиды хромосом 
клетки слюнной железы также находятся в раскрученном состоянии, 
возможно даже раскручены еще сильнее, чем в обычной интерфазе, и 
претерпевают три особых изменения. 

1. Каждая из имеющихся хромосом реплицируется синхронно несколь- 
ко раз подряд, так что одна хромосома образует две, две дают четыре, 
четыре образуют восемь и т. д. Эндорепликация может происходить 
по крайней мере девять раз, так что каждая хромосома может образовать 
512 дочерних. 

2. Все дочерние нити вместо того, чтобы разойтись, остаются сцеплен- 
ными, так что гомологичные локусы расположены друг напротив друга, 
образуя многонитчатый — полинемный, или политенный — пучок. 

3. Исходные члены пары гомологичных хромосом сцеплены в гомоло- 
гичных локусах — явление, названное соматическим синапсом. Таким 
образом, получается двойной канат, в котором может находиться до 
1024 хромосом. ь. 

Под микроскопом (рис. 11—4—11—6) в этих двойных канатах видны 
поперечные полосы, обусловленные различиями в плотности по длине 





РИС. 11-17. ь 
Гапло-ГУ (слева) и 
Е. М. о ы. Самка гапло- 
ная на рис. 2—6 


{ег (зарисовано 
= справа) самки Ш). тейаподаз: 
проти. ту меньше, чем самка дикого типа, показан- 
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деспирализованных хромосом. Темная полоса (диск) получается в ре- 
зультате синапсиса одинаковых плотных участков всех нитей; в этом слу- 
чае участок между дисками так же представляет собой результат синансиса 
соответствующих участков с меньшей плотностью (рис. 11—5). Рисунок 
дисков настолько постоянен и характерен, что позволяет опознать 
не только каждую хромосому, но и разные участки внутри хромосомы 
(рис. 11—56). Огромная величина хромосом слюнных желез, очень длинных 
из-за деспирализованности и толстых из-за политенности, дает уникаль- 
ную возможность установления соответствия данных генетики и цито- 
логии. (Следует отметить, что, как правило, гигантские полинемные 
хромосомы получаются в клетках, которые впоследствии уже никогда 
не делятся.) 

На любой стадии клеточного цикла большая часть хромосомного 
материала окрашивается при определенных методах окраски одинаково, 
и эта часть была названа поэтому эухроматиновой (правильно или равно- 
мерно окрашенной). Остальные участки хромосом окрашиваются либо 
сильнее, либо слабее; они были поэтому названы гетерохроматиновыми. 
Обычно гетерохроматин расположен рядом с центромерой и в меньшей 
степени вблизи концов, хотя вообще он может находиться в различных 
местах плеча хромосомы. Для гетерохроматина характерна также мень- 
шая специфичность при синапсе, чем эухроматина; в состоянии конъюга- 
ции часто оказываются разные гетерохроматиновые участки, находящиеся 
как в одной и той же хромосоме, так и в разных гомологичных или него- 
мологичных хромосомах. В гигантских ядрах слюнных желез личинок 
Ргозор Иа гетерохроматиновые участки, расположенные вблизи от цен- 
тромер во всех хромосомах, находятся в синансисе, образуя единую массу, 
названную хромоцентром. Это тот центр, из которого расходятся двой- 
ные пучки (на рис. 11—4 и слева на рис. 11—6). Иногда расположенные 
У концов гетерохроматиновые участки также оказываются в синапсе 
с другими участками гетерохроматина, особенно с хромоцентром. При 
раздавливании ядра (которое производят для того, чтобы разделить 
и расправить хромосомы слюнных желез) можно разорвать два находив- 
шихся в синапсе гетерохроматиновых участка; доказательством наличия 
синаптической связи служит то, что они остаются связанными нитями 
из какого-то, по-видимому, липкого материала, на рис. 11—6 на правом 
конце полинем четвертой хромосомы видно такое клейкое вещество, что 
указывает на возможный синапсис с хромоцентром. Гетерохроматин окра- 
шивается по методу Фельгена, и его нельзя отождествлять с участками 
между дисками, где нет, вероятно, вещества, красящегося по этому мето- 
ду (О. З4еНепзеп, 1963); эти участки, каки веретено, ахроматичны. 


3. Аллополиплоидия 


Увеличение плоидности может происходить и ‘другим, отличным от ауто- 
полиплоидии, способом. Два вида могут вносить по одному или более 
геномов каждый для образования третьего вида, называемого аллополи- 
плоидным. Культивируемая пшеница является аллополиплоидом. Как 
и следовало ожидать, аллополиплоиды часто обнаруживают смесь при- 
знаков родительских видов. Этот тип полиплоидии рассмотрен Воть 
подробно в главе 18. 

Изменения числа геномов составляют класс мутаций, 
щих самую крупную единицу генетического материала. Хотя многие 
растения полиплоидны, а одно из растений имеет 542 хромосом, поли- 
плоидия, если она происходит много раз подряд, приводит к слишком 
громоздкому для деления ядра числу хромосом. Нужно отметить также 
что некоторые другие классы мутаций, например, затрагивающие отдель. 
ные локусы, должны проявляться в аутополиплоидах с ббльшим трудом, 
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чем в гаплоидах или диплоидах, у которых или есть всего один другой 
томологичный локус, способный маскировать действие мутации, или 
такой локус вовсе отсутствует. 


АНЭУСОМИЯ 


Следующая категория мутаций, которую нужно рассмотреть, включает 
добавление или утрату части хромосомного набора. Такие мутации нару- 
шают нормальный баланс хромосом и генов и приводят к анэзуплоидным 
(«непропорциональным») хромосомным (генетическим) наборам, содер- 
жащим неправильное число отдельных хромосом (анэусомия). Посред- 
ством какого механизма может быть добавлена к геному или удалена 
из него отдельная целая (неразорванная) хромосома? 


1. Дрозофила 


Вы помните, что нерасхождение хромосом в половых клетках Ртозорй а 
может привести к потомству, содержащему ХО, ХХХ или ХХУ, и ди- 
плоидному по остальным хромосомам. Нерасхождение малой четвертой 
хромосомы может привести к появлению мух с одной (особи гапло-ТУ) 
или тремя (особи трипло-ТУ) четвертыми хромосомами (рис. 11— 7), кото- 
рые в этом отношении являются, соответственно, моносомиками и три- 
сомиками, тогда как обычные мухи являются дисомиками. Оба анэусом- 
ные изменения жизнеспособны, хотя, как можно видеть по фенотипам, 
добавление или утрата хромосомы ГУ вызывают видимые изменения фено- 
типа по сравнению с дисомией. Особи же, являющиеся моносомиками 
или трисомиками по любой из двух больших аутосом, погибают до вы- 
| лупления из яйца. 
Во время мейоза у триплоидных самок ДОтозорйЙа — трисомных 
] по всем хромосомам — в синапсисе могут образоваться пучки из трех 
гомологичных хромосом (триваленты). Это происходит в результате 
того, что в одном месте хромосомы конъюгация происходит между двумя 
гомологами, а в другом месте — между одним из этих двух и третьим 
томологом. Таким образом, все три гомолога удерживаются вместе в виде 
тривалента, хотя везде конъюгация происходит между двумя гомолога- 
ми. В первом делении мейоза расщепляются те два гомолога, которые 
конъюгировали в области центромеры, они расходятся к разным полю- 
сам, тогда как третий гомолог отходит к любому из полюсов. В конце 
второго деления мейоза получаются два ядра, содержащие каждое 
по одному гомологу из тривалента, и два ядра, в каждом из которых 
имеется по два гомолога. То же получается и в случае, если два гомо- 
лога конъюгируют целиком, а третий в синапсе не участвует. Так как 
каждый из четырех имеющихся в метафазе 1 трисомиков расщепляется 
независимо, то получаются яйцеклетки, в которых содержатся: 
1. по одной хромосоме каждого типа, т. е. имеется один полный геном 
(такие яйцеклетки гаплоидны); 
2. по две хромосомы каждого типа, т. е. два генома (диплоидные 
яйцеклетки); 
3. какая-либо комбинация, когда некоторые хромосомы имеются 
в единственном экземпляре, а другие — в двух (анэусомные яйцеклетки). 
Мы видим, следовательно, что в результате меиоза получается много 
анэусомных гамет, в которых содержится нечетное НЫ гомологов, как 
ив триплоидах, пентаплоидах ит. д. Так как в мейозе каждая хромо- 
сома должна иметь партнера, то в тетраплоидах четыре гомолога часто 
расшепляются на две пары. Иногда, однако, четыре хромосомы образуют 


тривалент и расщепляются на три и одну, так что и у полиплоидов 
| с четным числом гомологов получается некоторое количество анэусом- 
ных гамет. 
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Поскольку фенотипический эффект любого гена зависит, прямо или 
косвенно, от фенотипического эффекта большинства, если не всех, дру- 
гих имеющихся генов, то следует думать, что диплоидный организм 
содержит в двух наборах хромосом баланс генов, соответствующий обра- 
зованию преуспевающего фенотипа. Не удивительно поэтому, что при 
скрещивании гаплоидного организма с диплоидным получается очень 
мало потомства, так как после оплодотворения у большинства зигот 
нарушено хромосомное равновесие из-за отсутствия одной или более 
хромосом, необходимых для получения двух полных геномов. При скре- 
щивании диплоидных особей с триплоидными также получаются зиготы, 
У которых баланс нарушен в другую сторону, так как у них имеется одна 
или несколько хромосом сверх двух геномов. 

Однако в скрещиваниях с диплоидами триплоидный организм дает 
обычно больше потомства, чем гаплоидный. Это можно объяснить тем, 
что при добавлении хромосом к диплоидному состоянию баланс нару- 
шается меньше, чем при удалении из него хромосом. Это легко понять, 
представив себе, насколько далеки каждое из этих двух ненормальных 
состояний от нормального (диплоидного). Когда имеется одна лишняя 
хромосома, то ненормальное число хромосом (три) в полтора раза больше 
нормального ‚числа (два); когда [же одна хромосома утрачена, то ненор- 
мальное хромосомное число (один) в два раза меньше нормального числа. 
Таким образом, добавление хромосомы приводит к менее значительному 
изменению баланса, чем утрата. Соответственно зная, что тройная доза 
большой аутосомы у ДОгозорйЙа летальна, можно предсказать, что будет 
летальна и единичная доза. В этих случаях гибель наступает из-за нару- 
шения баланса, вызванного избытком генов, находящихся в большой 
аутосоме в трисомных организмах, или же недостатком этих генов у моно- 
сомных особей. 


2. Разита 


Добавление или утрату хромосом можно рассмотреть также и на примере 
Дайита (на основании работ А. Ф. Блексли и Дж. Беллинга). У этого 
растения гаплоидное хромосомное число равно двенадцати. Можно нполу- 
чить двенадцать разных типов растений, у каждого из которых сверх 
диплоидного числа имеется еще какая-нибудь одна из двенадцати хро- 
мосом. Каждому из этих трисомиков даны разные названия, такие, напри- 
мер, как «С1оБе». Можно также получить жизнеспособные диплоидные 
растения, у которых утрачена одна хромосома из какой-либо пары; они 
являются моносомиками, или гаплосомиками. Были найдены также рас- 
тения с двумя лишними хромосомами одного и того же типа (тетрасоми- 
ки) или с двумя избыточными хромосомами разных типов (двойные три- 


$ # 


„Диплоид 2м Тетраплоид 4М РИС. 11-8. 
Влияние наличия одной 


или нескольких избы- 
точных хромосом «С]оЪе» 
Ф на строение коробочки 


дурмана 
2+1 2+2 4+1 4№+2 4№+3 
„обе“ 
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сомики). Данные, полученные на Да 


О покоелетьня нарушения нормального баланса хромосом. Срав- 
ним, Уясь рис. 11—8, семенные коробочки нормального диплоида 


о 
(2№) с коробочками диплоидов (2М 1), обладающих одной лишней 
хромосомой типа (10Ъе, и с коробочками 


диплоидов с двумя таки- 
ми лишними хромосомами (2№ - 2). Два пос } не. 


мита, позволяют проследить феноти- 


мы есть партнер), однако фенотип его слиш- 
ком отклоняется от нормы, 
так как несбалансированнос 


ного диплоидного фенотипа. 
Тетраплоидный (АМ) организм, 


напротив, фенотипически почти 
не отличается от диплоидного, 


ибо здесь хромосомный баланс не нару- 
шен. Тетраплоид с одной лишней хромосомой СоЪе (&М -+ 1, т. е. пента- 


сомный тетраплоид) отклоняется от тетраплоида в том же направлении, 
в каком 2№ --1 отклоняется от 2№, но здесь это отклонение не столь 
значительно. Гексасомные тетраплоиды (4М -— 2) отличаются от АМ 
почти столь же сильно, как 2М -+- 1 отличаются от 2М№. Поэтому ясно, 
что добавление отдельной хромосомы к тетраплоиду слабее влияет 
на фенотип, чем добавление ее к диплоиду, так как в первом случае сдвиг 
в балансе между хромосомами относительно меньше, чем во втором. 
Таким образом, полиплоиды могут лучше диплоидов переносить добав- 
ления или утраты целых хромосом. 

Поскольку скрещивания между тетраплоидами Даёита дают фер- 
тильные семена в количествах, достаточных для поддержания тетраплоид- 
ной расы, то возникает вопрос: нельзя ли получить тетраплоидную расу 
Отозори а? Как указывалось, гаметы тетраплоидной самки ДОтозорвИа 
чаще содержат полные геномы, чем гаметы триплоидов. Такая самка 
производит много диплоидных гамет; она не препятствует созданию 
тетраплоидной расы. Тетраплоидный самец, чтобы быть нормальным, 
должен содержать 2Х - 2У - 4 набора А (глава 8). Но во время мейо- 
за Х (и У)-хромосомы у такого самца обычно конъюгируют друг с дру- 
том, так что после мейоза каждый спермий содержит в дополнение к 
к 2 наборам А 1Х и1У. При оплодотворении яйцеклеток (от тетраплоид- 
ных самок), содержащих 2Х --2 набора А, спермий такого типа дает 
зиготы с 3Х + 1У +4 набора А, которые развиваются как стерильные 
интерсексы. Поэтому получить самоподдерживающуюся тетраплоидную 
расу ДОгозорйИа не удается. Отсюда можно сделать вывод, что любой 
вид, содержащий гетероморфную пару половых хромосом (таких, как 

и У), не может образовывать полиплоидных рас, так как при мейоти- 
ческих делениях нарушается правильное соотношение между половыми 
хромосомами и аутосомами. Вероятно, именно поэтому у животных поли- 
плоидные расы и виды встречаются реже, чем среди растений, у которых 
разделение полов (как и у гермафродитных форм) не связано с наличием 
гетероморфных гомологов. 


3. Человек 


Синдром Дауна у человека является иногда результатом трисомной 
диплоидной хромосомной конституции. В этом случае трисомиком 
является хромосома 24, третья из мельчайших хромосом человека (самой 
малой хромосомой является У, рис. 11—9, 44—10). Известны также три- 
сомики по некоторым другим малым аутосомам, причем ее из них 
характеризуется определенными врожденными Е рисомия 
по большим аутосомам, по-видимому, приводит к гибели до рождения, 
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возможно из-за нарушения баланса слишком большого числа генов. 
Очень серьезные фенотипические дефекты, обнаруженные у людей с три- 
сомией по самым малым аутосомам, дают основание считать — в соот- 
ветствии с представлением, что нехватка хромосомы вреднее, чем ев 
добавление, — что моносомное состояние любой аутосомы приводит 
к гибели еще до рождения. 

Частота синдрома Дауна, обусловленного трисомией, среди новорож- 
денных, равна примерно 0,2%. Чаще всего синдром Дауна встречается 
У детей более пожилых матерей и вызван главным образом нерасхожде- 
нием хромосом при овогенезе. Если и у других хромосом частота нерас- 
хождения примерно та же, то при оплодотворении получается, возможно, 
минимум 4,4% (22 Х 0,2%) трисомных по аутосомам зигот. Может быть, 
возникает также еще 4,4% зигот — аутосомных моносомиков. Последние 
возникают из-за того, что с той же вероятностью яйцеклеткой становится 
гаплоидное в результате мейоза ядро, дополнительное к дисомному 
ядру — нуллосомик. В действительности должно быть больше нуллосомных, 
чем дисомных гамет, так как хромосома, утраченная одним дочерним 
ядром, не обязательно включается в сестринское ядро. Высокая частота 
анэусомии в норме подтверждается тем, что примерно у четверти аборти- 
рованных плодов у человека обнаруживаются хромосомные нарушения. 
Более того, следует думать, что многие зачатия, при которых имеет 


Е 
РИС. 11-9. 
Хромосомный набор нормальной женщины. 


Клетка находилась в метафазе митоза (следовательно, ‘хромосомы, за исключением цен- 
тромера, уже удвоены), когда ее раздавили и сфотографировали (Т. Нзи) 
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РИС. 11-10. 
Хромосомный набор, обнаруженный у женщины с синдромом Дауна (М. А. Фергю- 
сон-Смит иА. В. Джонстон. Апп. Пцегпаф. Меа., 1960, 53, 361). 


После фотографирования раздавленного препарата, аналогичного приведенному на рис. 11—9, 
изображения хромосом были вырезаны и распределены по парам, которые здесь и показаны 


место анэусомия и особенно моносомия, прекращаются на таких ранних 
стадиях беременности, что они проходят незамеченными. 

Хотя приводящее к анэусомии нерасхождение может происходить 
у человека также и при образовании спермиев, это, по-видимому, не уве- 
личивает значительно общую частоту анэусомии. У человека почти все 
нерасхождения связаны со старением овоцитов. У мышей, однако, 
наблюдается обратное явление, хотя у самок мыши — как и женщины — 
при рождении все половые клетки находятся на стадии овоцита. Так, 
маркированные хромосомы показывают, что у мышей спонтанная анэусо- 
мия почти всегда обусловлена отцом. Следует отметить, что у мышей 
также наблюдаются жизнеспособные анэусомики, когда трисомия захва- 
тывает половые хромосомы и некоторые малые аутосомы (Степ а. Вип- 
Кег, 1964). 7. 

Число случаев нерасхождения может быть увеличено воздействием 
проникающей радиации. Углекислый газ, другие химические вещества 
и некоторые диплоидные генотипы могут повышать частоту нерасхожде- 
ний у Огозори а. Тот факт, что с увеличением возраста у женщин увели- 
чивается риск рождения детей с трисомией, говорит о том, что какое-то 
связанное с возрастом нарушение метаболизма повышает вероятность 
нерасхождения. 

Хотя утрата хромосомы может произойти как в результате спонтан- 
ного мейотического или немейотического нерасхождения У диплоидов, 
так и в результате нормального мейоза у полиплоидов, нельзя утверждать, 
что это единственные возможные способы утраты целых хромосом. 
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МОЗАИЧНАЯ ГЕТЕРОПЛОИДИЯ И АНЭУСОМИЯ 


Мутации, приводящие к гетероплоидии, не обязательно затрагивают 
половые клетки или целый организм, как это уже отмечалось для видов, 
размножающихся неполовым путем (стр. 165—166).'У растений или живот- 
ных, размножающихся половым путем, можно обнаружить мозаичность по 
плоидности не только в гонадах, но и в соматических тканях. Напри- 
мер, был описан мальчик, у которого одни ткани были диплоидными, 
а другие — триплоидными. В некоторых культурах ткани человека 
примерно у 3% клеток также наблюдаются изменения плоидности. 

Анэусомия может возникнуть при любом как митотическом, так и 
мейотическом делении ядра. Так, нерасхождение в первом делении ядра 
обычной зиготы человека может дать моносомное ядро и ядро, трисомное 
по хромосоме 24. В этом случае предполагается, что клетка, содержащая 
первое ядро, погибнет, а вторая даст организм с синдромом Дауна. 

Некоторые анзусомики, рожденные женщинами старшего возраста, 
могли произойти при таком же постзиготном нерасхождении, которое 
наблюдали у мышей. Если нерасхождение происходит в ходе развития 
позже, то оно дает дополнительные пятна моносомных и трисомных мутан- 
тов на диплоидном фоне, которые, очевидно, в случае аутосом У чело- 
века и мыши — должны быть летальны для организма. Что такие нерас- 
хождения или утраты хромосом действительно происходят с ощутимой 
частотой, подтверждается тем, что у взрослых людей часто встречается 
несколько клеток из сотни, в которых насчитывают на одну или две хро- 
мосомы меньше или больше нормы. Крайне маловероятно, чтобы все или 
даже большинство этих отклонений от нормы были вызваны ошибками 
экспериментаторов в приготовлении препаратов или при подсчете хро- 
мосом. Нужно думать, что в нормальных условиях анэусомные клетки, 
возникшие после рождения, должны в функциональном отношении быть 
хуже находящихся рядом эуплоидных клеток и, следовательно, должны 
быть в невыгодном положении при отборе. 

Добавление или утрата целых хромосом, вызывая серьезное наруше- 
ние генетического равновесия, представляют собой класс мутаций, кото- 


рые приводят к слишком резкому фенотипическому изменению, и потому 
не играют значительной роли в эволюции. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Мутациями, затрагивающими самую большую рекомбинационную еди- 
ницу генетического материала, являются эуплоидные изменения числа 
полных наборов хромосом — гетероплоидия. Плоидность может воз- 
растать путем аллополиплоидии, аутополиплоидии или полинемии. 
Детально рассмотрены способы возникновения и поведение при скрещи- 
ваниях аутополиплоидов, а также возникновение и структура гигант- 
ских полинемных хромосом клеток слюнных желез у личинок Ртозоррйа. 

Утрата или приобретение части генома — анзуплоидия — может воз- 
никнуть из-за нерасхождения или расщепления хромосом у полиплоидов 
особенно у тех, которые обладают нечетным числом теномов. Такие мута- 
ции происходят в половых и соматических клетках не только спонтанно; 
их частота может быть увеличена действием физических и химических 
факторов. - 

Добавление или утрата отдельных хромосом приводит к анэусомии 
Отсутствие хромосомы вреднее для выживаемости, чем ее избыток. 
Анэусомия приводит к слишком резкому изменению фенотипа, чтобы 
иметь такое же значение в эволюции, как гетероплоидия. 
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ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


11.4. Как, на основании 
.4. , полученных теперь Вами знаний т 
изменить приведенное на стр. 19 з АЙ 


утверждение о плоидности гамет? 
11.5. Опишите хотя оы два возможных способа возникновения трисо- 
мии, приводящей к синдрому Дауна. 


41.6. арена известный пока случай трисомии по хромосоме 
группы —20 встретился мозаично у 6-летнего мальчика. Чему это 
можно приписать? 


41.7. Обсудите утверждение: 
из диплоидной зиготы, хромосомно идентичны». 

14.8. Как Вы полагаете, извлечет ли человеческий род пользу из 
открытия, что некоторые люди являются трисомиками? Объясните. 
11.9. Каковы преимущества аутополиплоидии? Аллополиплоидии? 

11.40. Какое можно предложить генетическое объяснение тому, что, 
как это показано на рис. 11—2, семенная коробочка гаплоида Дашга 
меньше, чем коробочка триплоида? 


14.11. Как Вы думаете, каковы должны быть преимущества и вред 
полинемии? 


«Все соматические клетки, возникшие 


11.12. Неоплодотворенные яйцеклетки млекопитающих могут содер- 


жать плоидности 4М№, 2№, ЗМ или АМ. Объясните, как каждая из них 
могла образоваться. 


11.13. Как можно объяснить, что у людей с синдромом Дауна лей- 
кемия бывает чаще, чем у нормальных диплоидов? 

11.14. Объясните, почему у людей с синдромом Дауна наблюдается 
как большое разнообразие фенотипов, так и сходство в аномалиях. 

11.15. У некоторых детей, сочтенных при рождении нормальными, 
к году начинают выявляться признаки синдрома Дауна. Что нужно 
сделать, чтобы гарантировать ранний диагноз синдрома Дауна? 

14.16. Ожидаете ли Вы обнаружить корреляцию между рождением 
ребенка с синдромом Дауна и частотой выкидышей у его матери? С рож- 
дением последующих детей с синдромом Дауна? Объясните. 

11.17. Если у женщины брат или сестра страдают синдромом Дауна, 
то должна ли она быть озабочена больше обычного риском рождения 
У нее такого же ребенка? Объяснить. 

41.18. Рассмотрев рис. 11—8и 11—9, обсудите, насколько точно можно 
идентифицировать определенную хромосому человека. 

11.19. С чего бы Вы начали определение хромосомного состава в сома- 
тических клетках какого-либо человека? . 

41.20. Обсудите, как влияет на фенотип добавление генома М — 1 
У особей, которые в норме имеют М, 2М, ЗМ или 4М. 

11.24. Описано две пары однояйцевых близнецов, первая из которых 
состояла из мужчины ХУ и женщины ХО, а вторая — из дисомного 
по хромосоме 24 мужчины и мужчины, трисомного по ней. Обсудите 
механизмы, которые могли вызвать появление таких близнецов. Учтите 
в Вашей гипотезе тот дополнительный факт, что у первого из уномяну- 
тых мужчин ХУ была обнаружена одна клетка типа ХО. 
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Глава 12 


СТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ХРОМОСОМ 


Рассмотренные в главе 14 два класса мутаций касались изменений числа 
целых хромосом или их наборов. В некоторых случаях в основе мутаций 
лежит добавление, утрата или перемещение части одной или большего 
числа хромосом. Всем таким структурным изменениям предшествует 
разрыв хромосомы, в результате чего получаются (если временно игно- 
рировать существование хроматид) два новых «клейких» конца. Если 
происходит несколько разрывов, то новые концы могут соединяться 
друг с другом строго попарно, причем, любой новый конец способен 
соединиться с любым другим. Кроме того, конец, получившийся при раз- 
рыве, не может соединиться с обычным (необорванным) концом хромо- 
сомы. Исходно свободные концы хромосом не являются «клейкими», так 
как там есть гены, названные теломерами, которые запечатывают концы, 
делая их неспособными соединяться с любыми другими концами. 

Обычно концы, образовавшиеся при одном разрыве, соединяются 
друг с другом, приводя к воссоединению или восстановительному соеди- 
нению. Последнее имеет место даже если в том же ядре одновременно 
имеются и концы, образовавшиеся при других разрывах. Следовательно, 
близость «клейких» концов благоприятствует их соединению. Обычно 
происходит воссоединение, приводящее к восстановлению исходного 
линейного порядка хромосомы; но иногда могут соединяться концы, 
возникшие при разных разрывах. В результате получается новое располо- 
жение генов в хромосоме. Такое соединение поэтому является не восста- 
новительным, а обменным или перекрестным соединением. Посмотрим 
теперь, как не восстановительные соединения приводят к различным 
| структурным изменениям хромосом. 


ПОСЛЕДСТВИЯ ОДИНОЧНОГО РАЗРЫВА 
ХРОМОСОМЫ 


Рассмотрим сначала последствия одиночного разрыва хромосомы, т. е. 
разрыва обеих хроматид (рис. 12—41). На схеме 1 показана Е 
хромосома (ее хроматиды не нарисованы), центромер которой о означен 
черным пятном. На схеме 2 эта хромосома разорвана. Если новые концы 
хромосомы соединяются друг с другом, т. е. воссоединяются, то хромо- 
сомной перестройки не происходит. Обычно имеет место воссоединение, 
однако иногда оно может не произойти из-за того, что новые концы Са 
шли друг от друга, будучи разведены броуновским движением ин 
ми протоплазмы. В этом случае при репликации хромосомы полу 

дочерняя хромосома, точно такая же, как родительская, — с разрывом 
в том же самом месте, как показано на схеме 3, где нарисованы две 
разорванные сестринские хромосомы. Соединение куска и содер- 
жащего центромер, с несущим центромер куском (5’) р тЫ 
хромосомы должно быть на самом деле воссоединением, т как и 
соединение а’с 6. (Иногда происходит только одно из таких восстанови- 


тельных соединений.) 
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Но если восстановления не произошло нл до, ни после репликации 
хромосомы. то обычно соединяются концы, находящиеся наиоолее олизко 
друг к другу, т. е. соответствующие концы сестринских хромосом (а са’ 
ибс 6’). Как показано на схеме 4, в результате таких невосстановитель- 
ных соединений получаются одна хромосома без центромера (ацентриче- 
ская хромосома) и одна хромосома с двумя центромерами (дицентринче- 
ская хромосома). Заметим, что как ацентрическая, так и дицентрическая 
хромосомы состоят из двух олчнаковых половинок, и поэтому их можно 
назвать изохромосомами. (На нашей схеме хромосомы изображены в спи- 
рализованном состоянии перед метафазой.) 

На схеме 5 можно видеть, что в анафазе митоза ацентрическая изохро- 
мосома не притягивается ни к одному из полюсов, тогда как дицентрик 
тянется одновременно к обоим полюсам. Поэтому ацентрическая изохро- 
мосома не включается ни в одно из дочерних ядер и таким образом утра- 
чивается для обоих. (Ацентрические фрагменты, изображенные на схе- 
ме 3, будут элиминированы в каком-то из последующих делений, неза- 
висимо от того, соединятся они друг с другом или нет.) Притягиваемая 
одновременно к обоим полюсам дицентрическая изохромосома образует 
мост. Существование мостика может привести к тому, что ни в одно 
из дочерних ядер не попадет ни одной части хромосомы, так что дицентрик 
элиминируется. И наоборот, участки дицентрика, несущие центромеры, 
могут войти в дочерние ядра, а мостик либо разорвется где-то между 
центромерами и дочерние ядра окажутся несвязанными или он может 

остаться, соединяя дочерние ядра друг с другом. 

Степень нарушения фенотипа дочерних клеток и их потомства, вызван- 
ного отдельным невосстановленным разрывом хромосомы, зависит от то- 
го, какая хромосома затронута, от места разрыва и от судьбы дицентри- 
ка. Предположим, например, что разорвана хромосома ПУ у Дгозор а 
(гапло-ГУ, особи которой часто жизнеспособны). Разрыв может произойти 
в любом месте хромосомы ТУ, причем утрата генов в ацентрическом фраг- 
менте, хотя и вызывает нарушение, обычно не приводит к гибели; то же 
происходит и при утрате всего дицентрического фрагмента, если он эли- 
минируется из обоих дочерних ядер, и, вероятно, при разрыве мостика 
между дочерними ядрами. (В последнем случае ни в одном из дочерних 
ядер не содержится по крайней мере генов, находившихся в ацентриче- 
ском фрагменте.) 

Посмотрим теперь, что происходит, если мостик в виде дицентрической 
изохромосомы с линейным порядком а. бс@ась.а (центромер находится 
между а и 6) разрывается где-то не посредине между двумя 4. Если мостик 
разрывается между а и с, то один фрагмент получается с еще большей 
нехваткой (но в нашем примере все еще жизнеспособный), тогда как 
другой содержит избыточную дозу генов, расположенных в области са 
(и выживающий с большей вероятностью). Независимо от места разрыва 
мостика, в каждом из дочерних ядер есть центрический фрагмент, кото- 
рый после репликации образует, как правило, новую дицентрическую 
изохромосому и может снова образовать мостик при последующем митоти- 
ческом делении. Поэтому в последующих делениях ядра могут быть 

циклы: мостик — разрыв — расхождение — мостик. 

Если мостик не разрывается, оставляя связанными два дочерних 
ядра, то наличие такой связи может мешать последующим делениям. 
В нашем случае это препятствие, возможно, даже существеннее, 
чем присутствие или отсутствие всех генов, расположенных на мос- 
тике. 

Предположим теперь, что у Дгозор№ Йа разорвана одна из больших 
аутосом. Повреждение или гибель одной или обеих дочерних клеток 
могут быть вызваны нехваткой генов, если происходит элиминация ацен- 
трического или дицентрического фрагмента из одного или обоих дочер- 
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них ядер. Кроме того, последовательные циклы мостик — разрыв — рас- 
хождение — мостик могут привести к гибели клеток будущих поколений 
из-за наличия в них аномальных количеств участков хромосомы, т. е. 
из-за анэуплоидии, возникшей в результате разрыва дицентрических 
изохромосом не точно посередине. Следует ожидать, что при всех прочих 
равных условиях более короткие дицентрики будут разрываться чаще, 
чем длинные. Естественно, что любой неразорвавшийся межъядерный 
мостик может помешать будущему делению ядра. 

Единичные разрывы хромосом могут происходить как в соматических, 
так и в половых клетках. В последнем случае могут образовываться 
анэуплоидные гаметы. Так как обнаружено, что гены в гаметах живот- 
ных физиологически неактивны, то анэуплоидные геномы могут входить 
в яйцеклетки или спермий, не нарушая их функционирования (как под- 
разумевалось. на стр. 144). Соответственно, у животных анэуплоидные 
тгеномы могут вноситься функционально; неповрежденными гаметами 
в зиготу, что затем может привести к доминантным нарушениям развития 
или даже к летальным эффектам. У многих растений, однако, продукты 
мейоза образуют гаметофитное поколение, которое выполняет физиологи- 
ческие функции, требующие работы генов, и поэтому анзуплоидия чаще 
приводит к гибели или} нарушениям развития до оплодотворения, чем 
после. 


ХРОМАТИДНЫЕ РАЗРЫВЫ 


Разрыв может произойти только в одной, а не в обеих хроматидах хро- 
мосомы. Такие хроматидные разрывы восстанавливаются с большей 
вероятностью, чем хромосомные, так как неразорванная нить служит как 
бы лубком, удерживающим новообразованные концы недалеко друг 
от друга. Однако то, что видно в микроскоп как разрыв, затронувший 
только одну хроматиду, могло быть исходно аромосомным (или изогро- 
матидным) разрывом, 8 которым ее воссоединение только 
НС : е) не другой хро . 

в. хроматидные} фрагменты, если они продолжают 
существовать достаточно долго и проходят репликацию, становятся 
невоссоединившимися фрагментами хромосомы. На цитологических пре- 
паратах можно видеть, что не соединившиися С НУ а 
сомный разрыв, образовавшийся во время интерфазы, обычно продолжает 
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существовать до тех пор, пока не произойдет деления ядра. Некоторые 
хроматидные и, возможно, хромосомные разрывы, образованные в силь- 
но спирализованных (метафазных) хромосомах, могут быть не видны 
из-за того, что фрагменты, не будучи связанными, удерживаются вместе 
негенным вспомогательным материалом хромосомы. Чтобы обнаружить 
такие разрывы, нужно ждать следующего деления. Если хромосома спи- 
рализована, как, например, во время деления ядра, то подавляющее 
большинство образовавшихся при разрывах концов не являются «лип- 
кими»; соединения происходят в большинстве случаев (если не всегда) 
в период между поздней телофазой и ранней профазой. Соответственно, 
чем позднее в этот период имел место разрыв, тем меньше вероятность 
того, что концы его соединятся; наибольшим временем для соединения 
и, очевидно, максимальной вероятностью перекрестного соединения 
обладают концы разрыва, образовавшегося между ранней профазой и 
поздней телофазой. 

Последующее рассмотрение ограничено для простоты изохроматид- 
ными разрывами, которые не воссоединились. Читателю предоставляется 
самому определить последствия анэуплоидии, возникшей в результате 
единичного невосстановленного разрыва хроматиды. Заканчивая на этом 
обсуждение мутаций такого типа, мы не будем здесь касаться вопроса 
0б относительной частоте или значении хромосомных разрывов по срав- 
нению с хроматидными. Агенты, способные вызывать хромосомные раз- 
рывы, могут вызывать также и разрывы хроматид; более того, некоторые 
агенты могут вызывать преимущественно хроматидные разрывы. 


ПОСЛЕДСТВИЯ ДВУХ РАЗРЫВОВ 
В ОДНОЙ ХРОМОСОМЕ 


Когда хромосома разорвана дважды, то разрывы могут быть парацентри- 
ческими, если они находятся с одной стороны от центромера, или пери- 
центрическими, если центромер расположен между ними (рис. 12—2). 
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1. Нехватка 


ассмотрим х . 
м ыы р ее порядком АВСРЕЕС.НИ/, с центро- 
ДиВ и между Ри С) ит ЕС рларызах (НаДИВ, МАЖАХ 
скую хромосому (АС.НТ/ раз от соединиться, образовав центриче- 
р У р - 12—20, а) с нехваткой интерстициального 
(ве концевого) ацентрического участка (ВСРЕЕ). Концы последнего 
Е бы дя соединиться, образовав кольцевую хромосому. 
ацентрический фрагмент обычно элиминируется при 
следующем делении ядра. Е я 
В и Ел : ра сли разрывы перицентрические (например, 
у между Н и /), то концевые ацентрические фрагменты эли- 
минируются, даже если они и соединяются друг с другом (рис. 42—2, в). 
Средний центрический участок может сохраниться, если его концы соеди- 
няются, образуя кольцо, и если нехватки не слишком велики. Даже если 
кольцо сохраняется, являясь не слишком гипоплоидным (анэуплоидное 
состояние с утраченными генами или участками хромосомы), оно все 
равно находится в невыгодном положении, ибо единичный перекрест 
с некольцевым (палочковидным) гомологом или с другим кольцом приводит 
(как можно увидеть, нарисовав отвечающие этим случаям конфигурации) 
соответственно к дицентрическому кольцу или палочке. 

Конечно, неделящееся ядро, в котором произошел разрыв или другое 
структурное изменение, все еще является эуплоидным. Гиноплоидия 
или гиперплоидия (анэуплоидия из-за избытка генов или участков хро- 
мосомы) возникает впервые в образованных таким ядром дочерних ядрах. 
Об этой задержке появления авэуплоидного ядра следует помнить, когда 
мы говорим, что хромосомы с малыми нехватками могут быть летальны 
в гомозиготном состоянии и могут приводить к нарушениям в гетерози- 
тотном состоянии; хромосомы с ббльшими нехватками действуют обычно 
как доминантные летали в следующем поколении клеток. Нужно также 
помнить, что мы игнорировали — и будем продолжать игнорировать 
в этой главе — обычное последствие двух разрывов, т. е. воссоединение 
всех концов, получившихся при разрыве. 


2. Инверсия 


На рис. 12—2, в иг показано другое нарушение структуры в результате 
двух разрывов одной хромосомы. В этом случае средний участок хромо- 
сомы перевернулся относительно концевых участков, а затем соединился 
с ними. Получившаяся в результате парацентрическая, или перицентри- 
ческая, инверсия (рис. 12—2, 6 иг) может возникнуть как из-ва перемещения 
срединного участка при относительно неподвижных концах, так и в про- 
тивоположном случае. Заметим, что инверсия представляет собой эупло- 
идную перестройку. ` 
Структурные перестройки хромосом могут происходить как в сомати- 
ческих, так и в половых клетках. Инверсия, происшедшая в половой 
клетке, может сохраниться в популяции достаточно долго, так что ‚она 
появится у некоторых особей в гомозиготном состоянии. Процесс мейоза 
У таких гомозиготных по инверсии особей протекает нормально, незави- 
симо от того, участвует ли тетрада в кроссинговере, так как у всех нитей 
тетрады одна и та же инверсия. Однако другие особи в популяции могут 
содержать одну из гомологичных хромосом © инверсией, а’ другую — 
без инверсии, т. е. быть гетерозиготными по инверсии. Если инверсия 
очень мала, то эти гомологичные хромосомы при конъюгации могут 
выстроиться правильно везде за исключением инвертированного участка. 
Гомологичные хромосомы не могут на таком коротком участке изогнуться 
так, чтобы гомологичные локусы сблизились; поэтому в области инвер- 
сии не могут произойти конъюгация и перекрест. Поскольку перекрест 
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может привести к появлению более приспособленных рекомбинантов, то 
такие гетерозиготы по инверсии находятся в невыгодном положении 
по сравнению с гомозиготами по’инверсии или с гомозиготами без инвер- 
сий из-за невозможности рекомбинаций между генами в области инвер- 
сии. Тем не менее очень небольшие“инверсии у многих видов выживают. 

Рассмотрим теперь процесс мейоза у гетерозигот по более значитель- 

ным парацентрическим инверсиям. В этом случае (рис. 12-3, А) синапс 
между гомологами происходит везде, за исключением участков вблизи 
точек разрыва. Для синапса нужен изгиб одного гомолога, но не обоих, 
в области инверсии. Получилось так, что на рисунке изогнутой показана 
хромосома с инверсией, но равновероятно и обратное. Если перекрест 
происходит где-либо вне области инверсии, то все четыре продукта мейо- 
за будут, как и обычно, эуцентрическими, (с одним центромером у каж- 
дого). Если, однако, единственный перекрест имеет место где-то внутри 
области инверсии — как показано на рисунке между С и ДР — то две 
некроссоверные нити тетрады будут эуцентрическими (одна с инверсией, 
а другая — без) и две кроссоверные нити — анэуцентрическими (без 
центромера, или более чем с одним центромером). Один из анэуцентриков 

будет ацентрическим (с дупликацией по А и с нехваткой области @.Н 17); 

другой будет дицентрическим (с нехваткой и дупликацией по этим обла- 

отям, соответственно). Внутри инверсии, если она не очень велика, может 

произойти только один перекрест; если же она достаточно длинна, то 

может произойти и двойной перекрест. Если это будет двойной пере- 

крест двухнитчатого типа, то обе кроссоверные нити будут эуцентри- 

ческими. 

У животных гаметы функционируют независимо от плоидности содер- 
жащихся в них продуктов мейоза. Если гамета содержит анэуцентрик, 
образовавшийся в результате перекреста в гетерозиготе по парацентри- 
ческой инверсии, то эта хромосома должна обычно дать доминантный 
летальный эффект после оплодотворения; следовательно, особи, гетеро- 
зиготные по значительным парацентрическим инверсиям, находятся при 
самовоспроизведении в неблагоприятных условиях, что часто приводит 
к элиминации инверсии из популяции вскоре после ее возникновения 
в результате мутации. У видов, у которых в одном из полов нет кроссин- 
говера, этот недостаток частично аннулируется. Например, У самцов 
Ргозор№Иа, любая из гомологичных хромосом, независимо от наличия 
в ней инверсии, некроссоверна, и все они с равной вероятностью могут 
войти в гамету. У некоторых видов, у самок которых происходит крос- 
синговер, во время мейоза действует некий особый фактор, если два 
митотических деления совершаются тандемно, как это имеет место 
У самок дрозофилы. В гетерозиготном по парацентрической инверсии 
овоците дрозофилы одиночный перекрест внутри области инверсии при- 
водит к обычному дицентрику в анафазе 1. Однако этот дицентрик удер- 
живает диады в метафазе 1, так что две эуцентрические монады расходят- 
ся к двум самым дальним из четырех полюсов. Поэтому в конце тело- 
фазы П центрические продукты мейоза оказываются выстроенными в та- 
кой ряд: эуцентрик; часть дицентрика; остальная часть дицентрика; 
эуцентрик. Одно из двух крайних, содержащих эуцентрики ядер, стано- 
вится ядром яйцеклетки, а остальные дегенерируют. Таким образом, 
дицентрическая нить не входит в ядро, становящееся ядром гаметы: 
поэтому гамета получает одну из двух эуцентрических некроссоверных 
нитей. Именно поэтому парацентрические инверсии любой величины 
редко приводят в любом из полов дрозофилы к анэуплоидным таметам 
и поэтому могут сохраниться в природе. 

Каков результат перекреста в области инверсии у гетерозиготы 
по большой перицентрической инверсии? Как видно на рис. 12—3, Б, еди- 
ничный перекрест, например, между Е и С, дает четыре эуцентрические 
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нити: две некроссоверные (одну © инверсией и другую без таковой); нить 
с дупликацией (по АВСО) ис нехваткой (по Г); и, наконец, нить © не- 
хваткой и дупликацией соответственно тех же участков. Если кроссин- 
товер происходит у самца, то в мужские гаметы войдут все нити. Все нити 
имеют также равные вероятности быть представленными в гаметах самок, 
которые способны к кроссинговеру: Это справедливо даже в Ре 
дрозофилы, у которой анэуплоидные нити не попадают в ядро рее 
и потому все продукты мейоза эуцентричны. Итак, анзуплоидия, 2 
никающая в результате перекреста внутри перицентрической т 
всегда ставит гетерозиготу в невыгодное положение о Вы 
Поэтому в природе обычно могут выживать только самые м 
перицентрические инверсии — те, которые будучи в гетероз ) 
состоянии, не могут ВораАовылать синапса. 


3. Дупликация 


Если после двух разрывов одной и той же хромосомы нь ры 
исходит до тех пор пока разорванная хромосома не рее Е СЕ 
то два интерстициальных участка и соответствующие концев м я 
могут сбединяться, образуя эутеломерную хромосому с те ем 
интерстициальным участком. Такая перестройка называе Е ры ы 
цией. Один или оба дуплицированных участка могут быть инвер т р ы 
по отношению к их исходному расположению. Два оставшихся концевы 

фрагмента могут не соединиться, а могут и соединиться друг © другом, 
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РИС. 12-4. 
Дупликация (тандемного типа) 


образовав хромосому с нехваткой. (Нехватка может быть также полу- 
чена и без дупликации, если концевые фрагменты соединяются до репли- 
кации хромосомы.) Дупликация может сохраниться в природе, если 
дуплицированный участок достаточно мал и не содержит центромера. 


ПОСЛЕДСТВИЯ ДВУХ РАЗРЫВОВ 
В ДВУХ ХРОМОСОМАХ 


Что происходит, если возникают два разрыва — по одному в двух раз- 
ных хромосомах? При этом может быть так, что две разорванные хро- 
мосомы негомологичны (рис. 12—5). Если в этом случае соединяются два 
центрических фрагмента, то образуется дицентрик, а два ацентрические 
фрагмента при последующем делении элиминируются, независимо от того, 
соединились они друг с другом или нет. Если все фрагменты соединяются 
так, как показано на рисунке, то получается взаимный обмен сегмен- 
тами между негомологичными хромосомами, называемый сегментным 
обменом, или чаще реципрокной трансловацией. В данном случае про- 
исходит реципрокная транслокация анэуцентрического типа, которая 
при последующем делении часто действует как доминантная леталь, 
особенно если дицентрик притягивается одновременно к обоим полю- 
сам. 

Однако с равной частотой происходит и обратное; соединяются цен- 
трический фрагмент одной хромосомы и ацентрический фрагмент негомо- 
логичной, а также центрический фрагмент второй и ацентрический фраг- 
мент первой хромосомы. Это — реципрокная транслокация эуцентриче- 
ского типа. У организмов, гетерозиготных по такому обмену (рис. 12— 6), 
у которых две негомологичные хромосомы, имеют транслокации, а две 
их не имеют, образуются гаметы с нехваками и дупликациями (если 
при сегрегации в них входит только один, а не оба участника реципрок- 
ной транслокации). 

В тех ядрах, в которых хромосомы сконцентрированы в относительно 
небольшом объеме, все концы разрывов расположены недалеко друг 
от друга; и обычно если происходит, одно из двух необходимых для ре- 
ципрокной транслокации соединений, то происходит и другое. Такая 
ситуация имеет место в ядре спермия дрозофилы непосредственно после 
оплодотворения. В яйцеклетках и, возможно, в других клетках с отно- 
сительно большим объемом ядра расстояние между концами разрывов 
в негомологичных хромосомах так велико, что реципрокные транслока- 
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ции сравнительно редки и, даже если происхо- 
} дит одно перекрестное соединение, то два других 

конца разрывов обычно друг с другом не соединя- 
ются, так что получается только половина ре- 
ципрокной транслокации — полу-транслокация. 
Как и следовало ожидать, утрата несоединен- 
ных фрагментов или иной исход подобного дефек- 





Анвуцентрический тип 


. тм 
та приводят обычно к гибели клеток потомства или и И 
к отклонению их от нормы. Полу-транслокации — 
могут возникать также при сегрегации гетеро- [2 9-й 55 РО 


зигот по зуцентрической реципрокной трансло- 
кации (см. рис. 12— 6), когда в гамете имеется 
только одна из двух хромосом, участвующих в 
реципрокной транслокации. ВНР 
Некоторые дети с синдромом Дауна имеют по 
46 хромосом. Их хромосомный набор включает, РММО 
кроме двух обычных 24 хромосом — гетероморф- =— 
ную пару аутосом (из группы 13—45 или из 
группы 46—18), одна из которых длиннее нор- РИС. 12-5. 
мальной. Избыточный участок представляет собой, Реципрокная транслока- 
ция между негомологич- 
вероятно, длинное плечо хромосомы 24, так что ными хромосомами 
такой организм гиперплоиден по этому участку 
хромосомы 24 — почти трисомен по этой хромо- 
| соме. В некоторых случаях фенотип матери не отличается от нормы, 
хотя она и гетерозиготна по эуцентрической реципрокной транслокации 
между хромосомами 21 и, например, 15. Ее хромосомную конституцию 
можно представить как 15, 15.24 (центромер от 15), 24.15 (центромер 
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РИС. 12-6. 


й ной 
Схема расщепления в гетерозиготах по зуцентрической р 
транслокации. Не показаны хроматиды ‘к ‚веретену, ор 
ному вертикально 
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от 24), 21. Яйцеклетка, содержащая 21 и 15.24 (полу-гранслокация) и 
оплодотворенная нормальным спермием (содержащим 24 и 15), приведет 
к появлению почти трисомного по хромосоме 21 ребенка с синдромом 
Дауна. (Разрыв в хромосоме 15 может находиться так близко к концу, 
что гипоплоидный сегмент у больного с полу-транслокацией не будет 
летальным.) В других случаях такие больные с полу-транслокациями 
имеют фенотипически нормальных матерей с полу-транслокацией и 45 
хромосомами. У таких матерей только одна нормальная хромосома 21, 
одна нормальная хромосома 15 и полу-транслокация 15.21. Гипоплоид- 
ность по хромосомам 24 и 15 столь незначительна, что не влияет на жиз- 
неспособность матери; последняя может образовывать анэуплоидные 
гаметы, приводящие к рождению у нее больных детей. (Отметим, что 
в приведенных выше случаях нет связи между возрастом матери и появ- 
лением больных детей с полу-транслокацией.) 

Возможен и второй случай, когда две разорванные хромосомы гомо- 
логичны (АВСРЕЕС.Н1/). {Обычно разрывы происходят в разных ме- 
стах, например, между А и В в одной хромосоме и между О и Ев дру- 
гой. И в этом случае реципрокная транслокация может произойти двумя 
способами. Транслокация анэуцентрического типа дает дицентрическую 
и ацентрическую хромосомы, судьбу которых легко предсказать. Эуцен- 
трическая транслокация приводит к появлению двух эуцентрических 
хромосом, в одной из которых имеется нехватка участка ВСР, а в дру- 
гой — дупликация этого участка. 

На основании сказанного выше, можно ожидать, что существует 
тенденция к элиминации из популяции эуцентрических реципрокных 
транслокаций вскоре после их возникновения, так как они обычно нахо- 
дятся в гетерозиготном состоянии и приводят к тому, что примерно 50% 
гамет оказывается полу-транслокационными анэуплоидами. Однако неко- 
торые эуцентрические реципрокные транслокации очевидно относятся 
к исключениям из этого правила. В этих случаях происходит взаимный 
обмен почти целыми плечами каждой из хромосом. Такие реципрокные 
транслокации целого плеча — будучи в гетерозиготном состоянии у 
Ртозор№ Йа и, возможно, у большинства других видов — имеют тенден- 
цию конъюгировать и расходиться следующим образом: при конъюгации 
гетерозиготная реципрокная транслокация образует крестообразную кон- 
фигурацию, состоящую из двух тетрад (рис. 12-6). Затем, когда гомоло- 
гичные центромеры отталкиваются друг от друга, разные центромеры 
движутся к одному и тому же полюсу, так что, когда хиазма подходит 
к концу, получается зигзагообразное расположение четырех диад 
(рис. 12—6). Из-за такой ориентации разных центромеров в анафазе 1 
получается одно ядро без транслокации и другое с обеими транслока- 
циями. Так как обычно образуются эуплоидные гаметы, то такие транс- 
локационные гетерозиготы на плодовитость существенно не влияют. 


УВЕЛИЧЕНИЕ ГЕННОГО ЧИСЛА 


В этой главе и в главе 11 уже отмечалось, что изменение плоидности 
может сохраниться в природе, когда оно не нарушает хромосомный баланс 
(потому что касается целых геномов) или (если это эуцентрическая анэу- 
плоидия) когда гипо- или гиперплоидны небольшие сегменты хромосом. 
В последнем случае количество недостающих или дуплицированных генов 
достаточно мало, и это приводит лишь к умеренному влиянию на фено- 
тип. Очевидно, что чем больше количество а материала, тем 
больше сложность организма, и, следовательно, т, возможное разно- 
образие его фенотипов и выше аниме оэтому жизнеспо- 
собные изменения плоидности должны быть особенно важны в эволюции 
органического мира. Отсюда желательно установить разные возможные 
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обы добавления к у В 
| ра генов. К геному после разрыва хромосом небольшого коли- 
Выше уже были описаны два способа увеличения числа генов после 
разрыва. хромосом. Для одного из них нужно, чтобы в одной х И 
произошли два разрыва; затем вся хромосома ' реплицир уется шв чего 
концы разрывов соединяются, образуя хромосому с Ее. а 
интерстициальным участком (стр. 183). В Е а. м са 

по одному разрыву в разных местах каждой из пары Е. хро- 


186) последующим эуцентрическим перекрестным соединением 


ее 
заемый сдвиг. Если в гетерозиготе ты о т 
в области сдвига происход Е о сдвигу гомологи конъюгируют и 
т ходит кроссинговер, то участок одного из кроссо- 
веров будет дуплицирован, что можно увидеть, нарисовав получающиеся 
в результате нити. 

‚Два разрыва в одной хромосоме и один разрыв в другой негомологич- 
ной хромосоме могут привести к тому, что интерстициальный участок 
первой хромосомы окажется включенным внутрь второй. Такой резуль- 
тат называется транспозицией. Содержащая транспозицию хромосома 
может в последующих поколениях оказаться вместе не с негомологичной 
хромосомой с нехваткой, фрагмент которой был перемещен, а © двумя 
нормальными хромосомами этого типа. Таким образом, получается орга- 

\ низм, содержащий пару нормальных гомологов и часть нормального 
томолога, находящуюся в гиперплоидном состоянии в негомологичной 
хромосоме. 

Выше было показано, как разного типа разрывы могут привести 
к структурным изменениям одного и того же типа — дупликациям. 
Обнаружив перестройку, не всегда можно точно определить, какое число 
невосстановленных разрывов привело к ней, и поэтому предлагается всегда 
самое простое объяснение. Отметим также, что после разрыва может 
произойти утрата целой хромосомы; следовательно, не все такие утраты 
получаются в результате нерасхождения. Однако в противоположность 
нерасхождению разрывы не могут привести к появлению трисомиков. 


ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКОЕ ОБНАРУЖЕНИЕ 
СТРУКТУРНЫХ ИЗМЕНЕНИЙ 


Во время предыдущих рассуждений мог возникнуть вопрос о том, как 
обнаруживаются структурные изменения в хромосомах. Такие мутации 
могут быть обнаружены при цитологическом анализе, или же, если про- 
водится генетическое исследование, на них могут обратить внимание 
сначала из-за того, что перестройки влияют на фенотип. Таким образом, 
обнаружить и определить тип структурных изменений можно или цитоло- 
гически, или генетически, или при сочетании обоих методов. 

Нехватки в гетерозиготном состоянии могут быть иногда распознаны 
генетически, так как они допускают проявление всех генов, гемизигот- 
ных в нормальной хромосоме. Можно подозревать наличие инверсий 
и транслокаций, если у гетерозигот по мутации оказывается заметно 
уменьшенным количество кроссоверного потомства. Если используются 
соответствующие генетические маркеры, то у гомозигот по инверсии 
некоторые гены оказываются расположенными В порядке, Орто 
нормальному, а у гетерозигот или гомозигот по транслокациям обычно 
несцепленные гены оказываются сцепленными. Иногда цитологическому 
исследованию предшествуют исследования генетические, показывающие, 
каков тип произошедшего структурного изменения и какая затронута 
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РИС. 12-7. 
Гетерозиготы по инвер- 
сии. в слюнной железе у 
дрозофилы (М. Демерек, 
вверху и у кукурузы 
‘пахинема) (препарат 
о Т. Морган-младшего) 


хромосома (хромосомы). Конечно, такой работе должен предшествовать 
детальный цитологический анализ нормального генома. 

Для цитологического анализа особенно удобна профаза мейоза неко- 
торых организмов и гигантские хромосомы слюнных желез двукрылых, 
так как в обоих случаях конъюгация гомологичных хромосом позволяет 
определить наличие, отсутствие или перемещение определенных участ- 
ков хромосом. Например, у гетерозигот по инверсии виден либо пере- 
вернутый сегмент, который не конъюгирует с гомологичным непере- 
вернутым сегментом (если инверсия мала), либо видно, что один из гомо- 
логов изогнут для осуществления конъюгации (если инверсия больше) 
(рис. 12—7). Гетерозигота по нехватке образует петлю в области этой 
нехватки. Так как хромосома с дупликацией в гетерозиготе также может 
образовать петлю, то, чтобы отличить последний случай от нехватки, 
необходимо тщательное цитологическое исследование (рис. 12—8). У ге- 
терозигот по реципрокным транслокациям (рис. 12—9) видны две пары 
негомологичных хромосом, связанные друг с другом в синапсе. 

Изложенного должно быть достаточно для ознакомления с природой, 
возникновением и последствиями наиболее часто встречающихся типов 
структурных изменений хромосом и с методами, используемыми для 
выявления таких мутаций. 
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РИС. 12-8. 

Хромосомы слюнных желез, гетерозиготные по «сдвигу» 
в правом плече хромосомы ПГу ДгозорвИа теапозазег. 
Участок из области «98» карты вставлен в область «91». Правый 
изгиб вызван отсутствием сдвинутого сегмента, а левый — его на- 
личием (В. Каайтапп) 








РИС. 12-9. 


Гетерозиготы по реципрокной транслокации : 
хинема) (фото М. ВВоа@з) и в слюнной железе у 
(фото В. Каайпапп) 


у кукурузы (па- 
дрозофилы 





ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Структурные изменения хромосом представляют тип мутаций, включаю- 
щих добавление, потерю или перемещение участков хромосомы. Для всех 
таких мутаций требуется разрыв хромосомы или хроматиды. Так как 
близость концов благоприятствует соединению, то большинство концов, 
образующихся при разрывах, воссоединяются. Соединения происходят 
в основном во время интерфазы. Неправильные соединения приводят 
к структурным изменениям в хромосомах. Обсуждаются случаи одного, 
двух или трех невосстановленных разрывов в связи с утратой целых 
хромосом, образованием нехваток, дупликаций, инверсий, транслокаций, 
сдвигов и транспозиций. 

Клетки, в которых возникают такие мутации, являются эуплоидными, 
но они могут стать анэуплоидными после мейоза, сегрегации или крос- 
синговера. С наибольшей вероятностью в популяции сохраняются самые 
небольшие структурные изменения; скорее всего для эволюции суще- 


ственны те изменения, которые прямо или косвенно приводят к увели- 
чению числа генов. 





ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


412.1. Названия эуплоидные и анэуплоидные (гипо- или гиперплоидные} 
применяются по отношению и к отдельным хромосомам, и к целым ядрам. 
Привести пример: 

а) гипоплоидной хромосомы в эуплоидном ядре; 

6) гиперплоидной хромосомы в гиперилоидном ядре; 

в) анэуплоидного ядра, все хромосомы которого структурно не из- 
менены. 

12.2. Что означает использованный на стр. 183 термин эутеломерный? 
Назовите два типа анэутеломерных хромосом. 

12.3. Нарисуйте как можно больше различных результатов разрывов 
хромосомы АВ /СРЕ/Е.@НЛ//, где точка обозначает центромер, а на- 
клонные линии — места трех одновременно произошедших разрывов. 
Укажите, какой из результатов должен встречаться чаще всего. 

12.4. У РтозорЙа утрата хромосомы, приводящая к моносомии, про- 
исходит в 3—5 раз чаще, чем добавление этой же хромосомы, приводя- 
щее к трисомии. Объяснить. 

12.5. Как среди зигот человека появляются моносомики? 

12.6. Обсудите возможность обнаружения в хромосомах человека, 
находящихся в метафазе митоза: 

а) парацентрической инверсии; 

6) перицентрической инверсии; 

в) нехватки; 

г) дупликации; 

д) полутранслокации. 

12.7. Какую пользу может принести инверсия? 

12.8. Какие особенности клеток, проходящих овогенез, благоприят- 
ствуют возникновению и передаче потомству полу-транслокаций? 

12.9. Самец ОгозорйЙа, дигибридный по мутациям 6 и $1, при обрат- 
ном скрещивании с 6 61 $2 $ дает обычно потомство с фенотипами в отно- 
шениях 1:1:1:1. В очень редких случаях при таком скрещивании полу- 
чается мотомство, имеющее только два фенотипа из наблюдающихся 
нормально четырех. Как объяснить такое исключение? 

12.10. Является ли теломер геном? Почему? 

12.14. Объясните, как можно цитологически определить положение 
локуса \ВИе в Х-хромосоме Дгозор№Йа с помощью: 
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а) делеций различной ве 

6) инверсий различной величины: 

в) различных реципрокных транслокаций 

242. Предположим, что у Вас есть само 
Отозорй Йа, все самки которой имеют *%. 
Как объяснить это постоянство, ес 
Как проверить Вашу гипотезу ци 


И) еокольно опеиленных с Х-хромосомой мутаций у 0т0- 
Р ‘резки на крыльях. Одна из таких мутаций летальна у сам- 
цов, а также у гомозиготных по мутации самок. Каким образом полу- 
чаются такие гомозиготы? 

6) Гетерозиготная по такой мутации самка (№/--) скрещивается 
с самцом 7а/У. В Е, все сыновья нормальны, половина дочерей также 
нормальна, а половина с вырезками на крыльях и «грубыми» глазами. 
Объясните этот результат и покажите, как можно проверить Вашу 
гипотезу. 

12.14. Изобразите схематически различные эуцентрические реципрок- 
ные транслокации между аутосомами 2 и Зу )гозориИа, которые, по Ва- 
шему мнению, должны быть летальными в таких случаях: 

а) когда имеется любая полутранслокация; 

6) когда имеется одна полутранслокация, но не другая; 

в) никогда. 

12.15. Облегчает ли отсутствие кроссинговера у самцов дрозофи- 
лы обнаружение гетерозиготных реципрокных транслокаций? Объяс- 
ните. 

12.16. Бывают мухи ЛОтозорйЦа, гетерозиготные по эуцентрической 
реципрокной транслокации между хромосомами 2 и 3. Каждая из этих 
полутранслокаций по отдельности летальна. Обсудите характер карт 
сцепления, которые получились бы из скрещиваний: 

а) генетически маркированных самок этого типа с соответствующим 
образом маркированными самцами без транслокаций; 

б) генетически маркированных самцов этого типа с соответствующим 
образом маркированными самками без транслокаций. р 

12.17. Хромосома А.ВСРЕЕРСЕС имеет перевернутую дупликацию 
участка СРЕ. Сравните устойчивость этой хромосомы с устоичивостью 
хромосомы А.ВСРЕСРЕЕС, в которой есть смежная дупликация того же 
самого участка. р | те 2489) 

12.18. У ШОгозор№ а каждый из генов загнутых вверх крыль у), 
сливового цвета глаз (Ри), отсутствия мелких щетинок (Н) и на 
двух щетинок на груди (2) летален в гомозиготном состоянии. ‘чамец 
без щетинок и с загнутыми крыльями при скрещивании с ИВ 
двущетинковой самкой дает 16 равновероятных Типов сыновей и доче- 
рей. Один из сливовоглазых сыновей Ё‚, двущетинковый с Е 
крыльями и без мелких щетинок, подвергнут рентгеновскому оолу ЕЕ 
и затем скрещен с сливовоглазой двущетинковой самком. Из Е ы - 
ны три сына, фенотипически похожие на отца и после, скрещина ы 
по отдельности с самками дикого типа в потомстве Е, были полу 
следующие самцы и самки: 


личины; 


поддерживающаяся линия 
желтое тело, а все самцы — серое. 
ли смертность яиц всегда была 50%? 
тологически? 











Фенотит Сын 1 Сын 2 Сын 3 
СУН 140 120 16 
бур Чо = 81 
РтН И а 84 
Рто 154 147 79 
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Объясните эти результаты, используя цитогенетические схемы для 
всех упомянутых особей. 

12.19. а) Обсудите частоту выкидышей у нормальных матерей, рож- 
дающих детей с полутранслокацией и синдромом Дауна. 

6) Думаете ли Вы, что иногда рождение ребенка с синдромом Дауна 
может зависеть от отца, но не от его возраста? Объясните. 

12.20. У разных фенотипически нормальных мужчин У-хромосомы 
разной величины. С другой стороны, женщины с небольшой Х-хромо- 
сомой фенотипически ненормальны. Как можно объяснить происхожде- 
ние таких различных Х- и У-хромосом и разницу в их действии на два 
пола? 
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Глава 18 


СТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ХРОМОСОМ, 
ВЫЗВАННЫЕ ОБЛУЧЕНИЕМ 


В предыдущей главе обсуждались типы структурных изменений хромо- 
сом и их последствия, но мало было сказано о процессах, приводящих 
к их появлению, а именно, о разрыве и перекрестном соединении. Хро- 
мосомы разрываются спонтанно, т. е. изредка происходят разрывы хро- 
мосом в клетках, находящихся в обычных условиях. Но так как спон- 
танные разрывы относительно редки, то при исследовании хромосомных 
разрывов и их последствий очень удобно использовать агенты, которые 
могут давать большое количество разрывов. В этой главе мы ограничимся 
рассмотрением одного из таких агентов, а именно излучения. 

Разрыв хромосомы представляет собой химическую реакцию, тре- 
бующую затраты энергии. Биохимический результат облучения зависит 
от типа и количества энергии, выделяемой в ткани. При поглощении 
излучений с меньшей энергией (таких, как видимый свет) энергия выде- 
ляется в виде тепла, а в случае излучений с большими энергиями (таких, 
как ультрафиолетовый свет) энергия выделяется в виде тепла и возбуж- 
дения атомов. В последнем случае энергия затрачивается на переход 
электрона в атоме с внутренней орбиты на внешнюю. Чем выше энергия 
излучения, тем больше вероятность того, что поглощенная энергия 
приведет к химическому изменению. Так, ультрафиолетовый свет вызы- 
вает больше разрывов в хромосомах, чем видимый свет. Излучения 
с энергиями, ббльшими, чем энергия ультрафиолетового света (рентге- 
новские лучи и 7-лучи; а- и В-лучи; быстрые электроны, нейтроны, про- 
тоны и другие ионизирующие частицы), вызывают разрывы с еще боль- 
шей вероятностью. Хотя такие проникающие излучения высокой энер- 
гии вызывают также нагрев среды и возбуждение атомов, основная часть 
поглощенной клетками энергии затрачивается на ионизацию, что и при- 
водит к наибольшему количеству хромосомных разрывов. Сначала раз- 
беремся в том, что такое ионизация и каковы ее последствия, а затем 
уже посмотрим, как энергия ионизации вызывает разрыв. 

Подобно видимому и ультрафиолетовому свету рентгеновские и 7-лучи 
представляют собой электромагнитные волны; однако они обладают 
меньшими длинами волн и могут проникать в ткань глубже, чем видимый 
или ультрафиолетовый свет. При поглощении волны высокой энергии 
(или при захвате или замедлении быстрой частицы) энергия поглощается 
атомами среды. Эта энергия может вызвать потерю атомом орбитального 
электрона, создавая таким образом посредством ионизации заряженную 
частицу, ион. Такой электрон, оторванный от атома, вылетает с большой 
скоростью и может, в свою очередь, отщепить орбитальные электроны 
от других атомов, т. е. ионизировать их. Все потерявшие электрон ато- 
мы, естественно, становятся положительно заряженными ионами, а ато- 

мы, захватившие свободные электроны, — отрицательно заряженными 
ионами. Так как каждый оторванный от атома электрон, в конце концов, 
будет захвачен другим атомом, то ионы образуются в виде пар. Таким 
образом получаются треки ионных пар, или треки ионизации, имеющие 
часто мелкие ответвления. Длина основного или первичного трека иони- 
зации и его боковых ответвлений, а также плотность распределения 
ионных пар зависят от вида и энергии излучения. Быстрые неитроны 
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Структурные изменения фибробластопо- 
добных клеток нормального мужчины, 
индуцированные рентгеновыми лучами 
(715—150 р) ш уйто 

Стрелки показывают: А — разорванные хро- 
мосомы, Б — транслокацию (в центре) и’ди- 
центрик (слева ниже), В — кольцевые хромо- 
сомы. А и Б находятся в метафазе (см. 
рис. 11-9); В — в поздней профазе (фото 
Т. Т. Риск) 
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образуют относительно длинные и 
| довольно равномерные толстые 
' треки ионизаций; быстрые элект- 
' роны или \-лучи образуют доволь- 
но длинные, равномерно тонкие 
или прерывистые треки; обычные 
рентгеновы лучи дают относитель- 
но короткие треки с редкими вна- 
чале ионами и только к концу 
распределение ионов достигает 
средней плотности. Ионизирую- 
щие излучения всех известных 
видов образуют скопления ионных 
пар на микроскопических расстоя- 
ниях. Иными словами, сейчас 
нельзя утверждать, что излучение 
высокой энергии какого-либо вида 
или мощности может образовывать 
* только отдельные ионы [или от- 
дельные пары ионов, равномерно 
расположенные на сверхмикроско- 
пических расстояниях (и, следова- 
тельно, относительно больших). 
Так как не может быть ионов или 
пар ионов, достаточно удаленных 
от других, то генетическое дейст- 
вие излучения должно определять- 
ся активностью скопления отри- 
цательно и положительно заряжен- 
ных ионов. Ионы участвуют в хи- 
мических реакциях, нейтрализуя 
свой заряд и достигая более устой- 
чивого состояния. Во время этого 








РИС. 13-2. Е 
Зависимость частоты раз- ++ зе 
рывов, в % (ордината), 31 ра 
индуцированных в хро- | а 

мосомах саранчи рентге. 2! ЕК 


новыми лучами, 





от дозы 7 де 
излучения (абсцисса — и, 
доза в р) (7. С. Е ет т: Г 
зоп. ов. а а 002% 40 50 60 2 8 90 100 10 120 190 


$е1. 0.3., 4944, 27, 46). 


процесса скопление ионов способно вызвать 
матид (рис. 13—1). 


Вызванная излучением ионизация измеряется в единицах ионизации, 
названных рентеенами (р). 1 р равен примерно 1,8 Х 10° пар ионов 
в 1 см? воздуха. Достаточно жесткое, проникающее излучение (напри- 
мер, быстрые нейтроны), образуя эти 4,8 Х 10° пар ионов в 1 см3 воз- 
духа, может дать такое же количество пар и в следующем 1 см? воздуха, 
так как в соответствующем слое вещества поглощается лишь незначи- 
тельная часть падающего излучения. Если используются рентгеновские 
лучи не очень высокой энергии («мягкое» рентгеновское излучение с отно- 
сительно большой длиной волны, называемое также лучами Гренца), то 
все излучение поглощается у поверхности среды, не производя иониза- 
ции в глубине. Количество энергии, выделяемой на любой глубине, зави- 
сит не только от энергии падающего излучения, но также и от плотности 
среды, через которую излучение проходит. Так, в ткани, которая пример- 
но в 10 раз плотнее воздуха, проникающее излучение высокой энергии 
образует приблизительно в 1000 раз больше пар ионов на 1 смз, чем 
в воздухе. Зная это, можно вычислить, что 1 р (измеряемый всегда в воз- 
духе) образует около 1,5 ионных пар на 1 13 ткани. Так как объем головки 
спермия Ртозорй а равен примерно 0,53, то 1 р может образовать в ней в 
среднем менее одной пары ионов. Поскольку ионы образуются скопления- 
ми, 1 р может вызвать появление десятков пар ионов в головке одного спер- 
мия и ни одного акта ионизации — в других. Единица в 1 р измеряет 
только ту энергию, которая затрачена на ионизацию; другая единица, 
рад, измеряет полное количество энергии ивлучения, поглощенное ел 
дой. В случае рентгеновых лучей около 90% ыы. ат 
тканью, затрачивается на ионизацию; РоВлЬНЫЯ % затрачив т 
на нагревание среды и возбуждение атомов. Так как ультрафиолето : 
изучение не является ионизирующим, то его доза измеряется в радах, 
а не в рентгенах. 

Число вызываемых рентгеновым 
линейно возрастает с дозой облучения ц 2 
ность НО что рентгеновы лучи всегда образуют хотя ‚е. 7 
торое количество скоплений ионов, достаточно больших для то р 
вызвать разрыв. Более того, при образовании разрыва не = - 
суммирования действия скоплений ионов, принадлежащих р тоя 
кам. Если бы такое суммирование существовало, то И 
при малых дозах должна была быть меньше наблюдаемой а Я 
ности вследствие неэффективности малых скоплении, ка ие 
разрыв; частота же разрывов при больших дозах долине О 
больше вследствие взаимодействия таких скоплении. екотор. ть 
излучений, например быстрые нейтроны, Обри м Ир О а 
на 1 р, чем рентгеновы лучи, потому что 1 р таких излу к не 
зует большие по размерам скопления ионов, чем рентгеновские лучи, 

но зато в меньшем количестве. Эти большие скопления чаще превышают 
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разрыв хромосом или хро- 


и лучами хромосомных разрывов 
(р) (рис. 13—2). Эта пропорциональ- 





размер, необходимый для образования разрыва, и поэтому в этом отно- 
шении менее эффективны. 

Скопления ионов могут образовывать разрывы, либо, воздействуя 
непосредственно на хромосому, либо непрямо, воздействуя на молекулы, 
в состав которых входит кислород (которые, в свою очередь, реагируют 
с хромосомой), или на другие химические вещества (которые, в свою 
очередь, влияют на хромосомы или на содержащие кислород молекулы). 
В любом случае такой непрямой путь должен иметь субмикроскопиче- 
скую длину; в противном случае при образовании разрывов могла бы 
происходить суммация действия разных скоплений ионов. Следовательно, 
разрыв хромосомы могут вызвать только скопления ионов в самой хро- 
мосоме или вблизи нее. Это было четко показано при использовании 
микропучков проникающего излучения. Такой пучок может разорвать 
метафазную хромосому, если он проходит через нее, но не может вызвать 
разрыва, проходя через цитоплазму рядом с хромосомой. 

На основании всего сказанного естественно предположить, что коли- 
чество разрывов, вызываемых действием некоторой дозы определенного 
излучения, зависит от объема, занимаемого хромосомой. Этот объем 
различен в разные моменты ядерного цикла (он меняется, например, 
во время репликации хромосомы). Вследствие изменения степени поли- 
немии или активности генов одна и та же хромосома может занимать раз- 
ные объемы в разных тканях организма; объем одной и той же половой 
хромосомы может быть различным у разных полов. Так как разрыв 
требует затраты энергии, то разумно также предположить, что число 
разрывов, образуемых за счет непрямого действия, возрастает, если 
во время облучения увеличивается содержание кислорода или если 
блокированы восстанавливающие вещества клетки. И, наоборот, заме- 
щение на время облучения кислорода азотом снижает количество обра- 
зуемых разрывов. 

После такого предварительного рассмотрения некоторых факторов, 
влияющих на возникновение вызванных облучением разрывов, можно 
уже обратиться и к факторам, влияющим на судьбу образующихся при 
разрыве концов. Как и при разрыве, при соединении «липких» концов 
происходит химическая реакция. По-видимому, для соединения образо- 
вавшихося при разрыве концов необходимо наличие аденозинтрифосфата 
и синтез белка (1. С. Вгежеп, 1963). Соединение усиливается, если после 
облучения в среде присутствует кислород (и подавляется в присутствии 
азота). Соответственно, восстановления не происходит, если после облу- 
чения кислород заместить азотом. При этом увеличивается время, в тече- 
ние которого концы одного и того же разрыва остаются открытыми и соот- 
ветотвенно увеличивается вероятность перекрестного соединения при 
последущей подаче кислорода. (Отметим, что наличие кислорода влияет 
на частоту перестроек в двух противоположных направлениях — кисло- 
род во время облучения увеличивает число разрывов, а после облуче- 
ния — усиливает восстановление.) 

Так как при одинаковых условиях количество разрывов растет 
линейно с дозой ионизации и каждая часть дозы независимо вызывает 
пропорциональное ей число разрывов, то ясно, что число образованных 
разрывов также не зависит от мощности дозы, т. е. от времени, за кото- 
рое дается полная доза. Отсюда следует, что и все вызванные единичными 
разрывами структурные изменения хромосом тоже не зависят от мощно- 
сти дозы. При воздействии таких излучений, как быстрые нейтроны, 
которые образуют длинные треки с плотной ионизацией, одна частица 
может вызывать два хромосомных разрыва. В этом случае, если одна 
и та же туго скрученная хромосома дважды разорвана из-за того, что ее 
два раза пересек трек от одной и той же частицы, то могут возникнуть 

большие или меньшие структурные изменения типа инверсии, нехватки 
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кр Чаде 
или дупликации. Частота таких перестроек линейно растет с дозой 
быстрых нейтронов и не зависит о 


|: тов и т мощности дозы. 
дин быстрый нейтрон, образу. 


я отдельный : ; к 
орать д Фарне ро Ы нрох воно, може таро 
чак > - ’ 
м т, г головке спермия. Обнаруженный при облучении спер- 
алия м нЕ рост с дозой частоты реципрокных 
ве 12), что близость р ать заключение (уже упомянутое в гла- 

А ая ЕЕ ких» концов благоприятствует их соедине- 
ни 7. неиная зависимость эффекта от дозы может наблюдаться 
только в том случае, если оба разрыва вызваны одним и тем же треком, 
а способные перекрестно соединиться концы разрывов расположены 
недалеко друг от друга; концы разрывов, образованных треками от раз- 
ных частиц, оказываются расположенными слишком далеко друг от друга. 

Однако для обычных рентгеновых лучей скопления ионов меньше, 
а треки короче, чем для быстрых нейтронов. Соответственно, реже про- 
исходит и образование двух разрывов в одной хромосоме одним треком 
ионов от рентгеновского излучения, а если это и происходит, то такие 
разрывы обычно расположены вплотную друг к другу. Заметим, однако, 
что два разрыва, которые произошли на субмикроскопическом расстоянии 
один от другого в соседних кольцах спирализованной хромосомы, при- 
водят лишь к крайне незначительным структурным изменениям. Тем 
не менее, небольшая доля отдельных треков рентгеновского излучения, 
например, при облучении спермиев должна вызывать два разрыва, рас- 
положенных в разных хромосомах. Поэтому для тех доз рентгеновых 
лучей, которые вызывают менее двух треков на спермий, частота боль- 
ших хромосомных перестроек возрастает с дозой линейно. Итак, факти- 
чески нет дозы рентгеновского излучения, которая бы с некоторой вероят- 
ностью не вызывала бы появления большой перестройки. Другими сло- 
вами, независимо от того, насколько мала доза ионизирующего излуче- 
ния, всегда существует вероятность поломки хромосомы и большой хро- 
мосомной мутации. 

В случае воздействия рентгеновых лучей или быстрых электронов 
два разрыва в одном ядре возникают обычно в результате действия двух 
скоплений ионов, относящихся к разным независимым трекам, так что 
каждый разрыв индуцируется независимо от другого. Большие двух- 
разрывные перестройки такого происхождения, индуцированные рентге- 
новыми лучами или быстрыми электронами, зависят от дозы, так как, 
если дается достаточно малая доза, то ядро пересекается только одним 
треком и могут произойти лишь одноразрывные (но не двухразрывные) 
большие перестройки. Однако, если доза достаточно велика, так что 
ядро пересекается двумя разными треками, то могут независимо произой- 
ти два разрыва, необходимые для больших двухразрывных перестроек. 

оэтому чем выше доза рентгеновых лучей, тем больше эффективность 
образования больших многоразрывных перестроек, вызванных разры- 
вами, независимо индуцированными разными треками. Соответственно, 
для доз, при которых в некоторых исследуемых клетках получаются два 
независимо возникающих разрыва, и для еше более высоких доз часто- 
та таких мутаций возрастает быстрее, чем прямо пропорционально до- 
зе. Одним из примеров служит экспоненциальный рост частоты рецип- 
рокных транслокаций с увеличением дозы, наблюдаемый при облучении 
спермиев в семяприемниках самок ДгозориЙа быстрыми электронами 
(рис. 13—3, кривая 7). . 

Индуцированные рентгеновским излучением перестройки, которые 
получаются при двух (или более) разрывах, вызванных разными треками, 
зависят также от темпа облучения, т. е. от мощности дозы. Если доста- 
точно большая доза дается за короткий промежуток времени, то в клетке 
одновременно имеются концы, образовавшиеся при разных разрывах, 
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РИС. 13-3. 


Процент мутаций (--2Х стандартная 
ошибка), полученных после облуче- 
ния спермиев дрозофилы различными 
дозами электронов с энергией 48 Мэв. 


Частоты рецессивных леталей, сцепленных 
с полом (Л, соединены сплошной линией), 
даны с поправкой на их ‘частоту в конт- 
роле. Частоты утраты половых ‘хромосом 
(П) соединены пунктиром; из них вычтены 
частоты ‘утраты в контроле. Частоты ре- 
ципрокных транслокаций (Т) между хро- 
мосомами 11 и ПТ соединены штрих-пунк- 
тирной линией. Л и Т—шкала слева, П — 
шкала ‘справа (Г. Н. НегзКо\м1* 
и др., бепеНсз, 1959, 44, 326) 


02-6. 


и может происходить их перекрестное 
соединение. Но если та же доза дается 
за ббльшее время, то фрагменты от пер- 
вого разрыва могут воссоединиться до 
того, как возникнет второй разрыв, 
что исключает возможность перекрест- 
ного соединения. В результате одна и 
та же доза приводит к меньшему коли- 
честву больших перестроек в тех слу- 
чаях, когда она дается растянуто во 
времени, а не концентрированно. Такая 
зависимость от мощности рентгеновско- 
го облучения подтверждается для боль- 
шинства клеток (по крайней мере во 
время части интерфазы), однако она не 
наблюдается в зрелых спермиях жи- 
вотных, возможно включая человека. 
В этих гаметах, а также в течение боль. 
шей части времени деления ядра в дру- 
гих клетках разорванные фрагменты 
не могут соединиться друг с другом 
(см. стр. 178—180) и поэтому происходит 
их накопление. Так как разрывы оста- 
ются несоединенными по крайней мере 
до тех пор, пока головка спермия не 
набухнет после оплодотворения, то 
безразлично, за какое время — быстро 
или медленно — были облучены данной 
дозой хромосомы в головках спермиев. 
Как уже указывалось, на число 
разрывов и типы получающихся струк- 
турных изменений влияет расположе- 
ние хромосом в пространстве друг от- 
носительно друга. Следует отметить, 
что вероятности множественных разры- 
вов и соединений совершенно различ- 
ны для хромосом, лежащих плотно 
друг к другу в крошечной головке 
спермия и для хромосом, находящихся 
в большом ядре. Но даже и внутри 
одного типа клеток на разрыв и соедине- 
ние могут влиять многие другие факторы, 


такие, например, как наличие или отсутствие ядерной мембраны, степень, 


спирализации хромосом, напряжение или натяжение в 
хромосомы, степень тидратации, 


разных частях 
количество матрикса, в который вкрап- 


лены гены, вязкость цитоплазмы и ее токи, особенно ее движение около 
хромосом, сила; тяжести, центробежная сила и вибрация. 


В клетках с уже поделившимися хромосомами, а также в тех 


клетках, 


в которых гомологичные хромосомы находятся в синапсисе, когда разорва- 


ны только некоторые из противолежащих нитей, 
пространственно ограничено (см. 


движение фрагментов 
стр. 178—180). В этом случае силы, удер- 


живающие участки одной нити рядом с соответствующими Участками сест- 
ринской или гомологичной нити, могут препятствовать свободному расхож- 
дению разорванных фрагментов, так что неразорванная нить или нити 
служат как бы лубком для разорванной (разорванных) и снижают вероят- 
ность перекрестного соединения. Следовательно, ‘имеется много факто- 


ров, 
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определяющих, насколько могут расходиться хромосомные или 





хроматидные фрагменты. Факторы, вли- Х-хромосома 
яющие на расстояния между разными ` 

хромосомами или между частями одной 
хромосомы, влияют также и на вероят- 





(Г) 
ность разрыва хромосом и хроматид. У5еьгрти гб ГВ Ш ] 
Частота и типы структурных изме- Центромер 
нений зависят также от общего коли- 
чества хромосомного материала в ядре ПРО НОИЩЕЙ 








и от числа и размера составляющих его 
хромосом. Перестройки, происходящие 
в разных клетках одного и того же 
организма, зависят от того, гаплоидны, Центромер 
диплоидны или полиплоидны эти клет- 

ки, являются ли хромосомы полинем- Аромасома Ш 
ными, находятся ли они в процессе реп- 


ликации или же они метаболически ак- САМИР Пя мы 
тивны. 
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Излучение может оказать на хро- 
мосомы сильное немутагенное действие, 
повреждая нехромосомные компоненты РИС. 13-4. 
клетки, которые влияют на судьбу и равнение ее 
< ная полоса - 
о ооть промо ненная полоса) карт р. теапогазег. 
следствия таких нехромосомных струк- 
турных или функциональных повреж- 
дений, то у них будет больше времени для восстановления, когда та же 
Доза радиации дается медленно, а не быстро. Наиболее ясным приме- 
| ром служит действие облучения на митоз (возможно, и на мейоз). 
Клетки, будучи облучены в средней профазе и на более поздних стадиях 
деления ядра, обычно заканчивают митоз. Клетки, еще не достигшие 
середины профазы, будучи облучены, часто возвращаются обратно в 
интерфазу. Поэтому ионизирующее излучение приводит к увеличению 
синхронности делений. Соответственно, если в начале облучения нопу- 
ляция состоит из клеток, находящихся на разных стадиях деления ядра, 
то хромосомные мишени для мутаций к концу облучения будут различ- 
ны в зависимости от того, как дается одна и та же доза — растянуто во 
времени или концентрированно. 
| оные п те участки хромосомы в 
разной способностью к образованию обнаружимых Е р ев 
ний. Обнаруженные структурные изменения, Вии О 
нием, чаще затрагивают гетерохроматиновые участки, чем а пер 
вые. Нельзя определить, чем вызвано это различие: или ет ох ее 
легче рвется, или он хуже восстанавливается (что может а 
с обычной способностью различных участков т у 
ровать друг с другом), или же существенны оба эти фактов аа ие 
ни было, при многих перестройках по крайней мере од Е алнЕ 
положен в гетерохроматине вблизи центромера. Здесь ая 
из причин того, что чаще всего наблюдаются реципрокные р 
целого плеча. -я Е 
Необходимость приведенных выше рассуждений опре 
ностью радиации индуцировать большое количество а болото 
дующими структурными изменениями. Легкость по ны открытие 
количества перестроек при облучении сделала а СВИЯ, При 
многих факторов, влияющих на процессы разрыва и о та тж 
изучении структурных изменений были сделаны и многи. др 
открытия; в частности, установлены: 
1) генетическая природа центромера; 


Центромер 
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ЛЬЮИС ДЖОН СТАДЛЕР 


(1896—1954) известен 
своими работами о при- 
роде мутирования и гена. 
Они Г. Мёллер независи- 
мо друг от друга откры- 
ли мутагенное действие 
рентгеновых лучей (Сепе- 
сз, 1956, 41, 1) 





2) пониженная частота перекреста вблизи центромера; 
3) генетическая природа теломера; 
4) существование у некоторых видов вблизи центромера генетических 


элементов (коллохор), которые особенно важны для синапсиса (К. У. Соо- 
рег, 1964). 


Наиболее значимым, возможно, было открытие посредством изучения 
структурных изменений того факта, что гены в хромосоме (на хромосом- 


ных картах) имеют тот же линейный порядок, что и на кроссоверных 
картах. Однако расстояния между ними на этих картах различны 
(рис. 13—4). Так, 


например, из-за снижения частоты перекреста вблизи 
центромера ближайшие к центромеру гены на кроссоверной карте нахо- 
дятся поблизости, хотя на карте метафазной хромосомы они расположены 
далеко друг от друга. 

Несмотря на то, что мы ограничились рассмотрением факторов, влия- 
ющих на образование и соединение разрывов, вызванных ионизирую- 
щим излучением, нужно ожидать, что эти же факторы влияют и на раз- 
рывы, вызываемые с помощью любого другого спонтанного или инду- 
цированного механизма. В общем, независимо от того, как они получи- 
лись, все разорванные хромосомы обладают одинаковыми свойствами. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Составные элементы структурного изменения хромосомы, разрыв и пере- 
крестное соединение легко исследовать, используя понизирующие излуче- 
ния. Эти излучения вызывают разрыв хромосомных нитей с помощью 
образуемых ими скоплений пар ионов. Эти скопления составляют треки 
ионов, длина и толщина которых определяет число и расположение 
разрывов. Для того, чтобы хромосома разорвалась, трек ионов должен 
пройти через нее или очень близко от нее. 
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о Л Й й об 
/ оо оеий линейно растет с дозой облучения. Число любых 
хромс бы рестроек, индуцированных единичными треками иони- 
заций, мо от того, вызваны`ли они одним или двумя разрывами, 


линейно возрастает с дозой облучения; 
; . ; их возникновение не имеет - 
товой дозы; на них не влияет растягива о 


во = тью, не существует дозы ионизирующего излу- 
чения, рая не образовывала бы разрывов и хотя бы индуцированных 
единичными треками перестроек. 


Двухразрывные (и с ббльшим числом разрывов 


) структурные измене- 
ния вызываются скоплениями ионов разных з 


независимо возникших 
треков, и их частота растет быстрее дозы и имеет пороговую дозу. Если 
во время облучения может происходить сое 


разрыве концов, то частота таких пе 
нии даваемои дозы радиации во вре 


динение получившихся при 


рестроек снижается при растягива- 
мени. 


Как процесс разрыва, так и процесс соединения включают в себя 
химические изменения; поэтому их частоты могут изменяться в зависи- 
мости от состояния метаболизма клетки. Совершенно очевидно, что все 
типы перестроек должны зависеть от физического и химического состоя- 
ния хромосомы; от количества и расположения в ней эухроматина и гете- 
рохроматина; от числа и расположения имеющихся хромосом; от нали- 
чия или отсутствия ядерной мембраны; от движения, концов разрыва, 


на которое влияют клеточные органеллы и токи цитоплазмы, и, наконец, 
от внеклеточных факторов. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


13.1. Почему после одинакового облучения в ткани, которая примерно’ 
только в 10 раз плотнее воздуха, содержится почти в 1000 раз больше 
ионов, чем в воздухе? 

13.2. Какое можете Вы привести подтверждение тому, что, вызывая 
разрыв хромосомы, ионы не обязательно всегда взаимодействуют непо- 
средственно с нею? 

13.3. Означает ли наблюдаемое изменение объема хромосомы в за- 
висимости от условий, что содержание генов в ней непостоянно? Объяс- 
ните. , 

13.4. Считаете ли Вы, что вероятность структурных изменений при 
рентгеновском облучении больше, если хромосомы плотно спирализованы, 
чем если они относительно деспирализованы? Почему? 

43.5. Обсудите роль гетерохроматива] в изменениях числа хромосом 
и в изменениях формы хромосом. 

13.6. Считаете ли Вы, что содержание кислорода в космическом 
корабле может повлиять на мутабильность находящихся в нем дрозофил? 
Объясните. 

13.7. Обсудите относительную эффективность, в расчете на 1 р, 
рентгеновых лучей и быстрых нейтронов в образовании структурных 
изменений хромосом. а 

13.8. Как Вы думаете, не угрожает ли выживанию людей мутаген- 
ность ультрафиолетового света? Объясните. | | 

413.9. Сравните число и судьОУу разрывов, индуцированных одной 
и той же дозой рентгеновых лучей: ‹ 

а) в полиплоидной и диплоидной клетках печени человека; 

6) в диплоидном нейроне человека и дрозофилы; 

в) в спермии и сперматогонии человека. 

13.10. Обсудите влияние немутагенного действия облучения на часто- 
ту мутаций, индуцированных при последующем облучении. 
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13.14. Обсудите, используя рис. 13—4, вероятность перекреста в раз- 
личных участках Х-хромосомы ДО. теаповазег. 

43.12. Сравнить единицы рентген и рад. я 

13.13. Какая специфическая сторона окружающей нас сейчас среды 
имеет тенденцию уменьшать число индуцируемых ионизирующим излу- 
чением мутаций по сравнению с числом мутаций, которые могли быть 
индуцированы в то время, когда человек только возник? 
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Глава 14 


ТОЧЕЧНЫЕ МУТАЦИИ 


Мы уже знаем, что единицей мутации генотипа может быть целый геном, 
отдельная хромосома или часть хромосомы. Изучение этих единиц, воз- 
можно, откроет какие-нибудь мутационные свойства отдельного гена. 
Возможно, свет на эту область исследований прольют также рекомбина- 
ционные свойства отдельных генов. Посмотрим, что уже известно о мута- 
циях отдельных генов — подобные мутации, вероятно, наиболее существен- 
ны в эволюции, так как они влекут за собой лишь небольшое изменение 
генного баланса. 

Все хромосомы линейны и не разветвлены независимо от того, претер- 
певали ли они перестройки при кроссинговерах или разрывах. Это линей- 
ное расположение может быть обусловлено либо непосредственной связью 
генов друг с другом, либо наличием негенетического материала, связываю- 
щего соседние гены. В любом случае, несомненно, что хромосома всегда 
представляет собой палочку или кольцо. Это почти неопровержимо дока- 
зывает, что ген не может быть соединен с другими генами более чем в двух 
местах и что нельзя получить спонтанно или индуцировать такую мута- 
цию, которая допускала бы соединение гена более чем с двумя другими 
тенами. Мутации такого типа не наблюдались никогда ни для одного 
объекта исследования. На этом основании можно считать, что либо гены 
никогда не обладали таким свойством, либо это свойство утрачено всеми 
существующими тенами. Следовательно, все интерстициальные гены 
биполярны, и мутация не может придать гену более двух полюсов. 

«Липкость» новых концов, образующихся при разрыве хромосомы, 
свидетельствует о том, что почти все мутации сохраняют биполярность 
тенов. Однако известно, что в некоторых относительно редких случаях 
концы, получившиеся при разрыве (концы разрыва), становятся навсегда 
«нелипкими», или заживленными, так что произошла мутация из биполяр- 
ности к униполярности. Способность мутации превращать гены биполяр- 
ного типа в гены униполярного типа доказывается также существованием 
теломер — униполярных генов, служащих для «запечатывания» нормаль- 
ных концов хромосом. 

Хромосомное изменение из биполярности к униполярности представ- 
ляет собой обычное явление в жизненном цикле некоторых животных. 
Например, у некоторых видов круглого червя Азсат{$ ядра, остающиеся 
в половых клетках, обладают единственной парой хромосом. Однако, 
когда ядро впервые оказывается в соматической клетке, эти хромосомы 
разрываются на несколько небольших линейных фрагментов, концы 
которых запечатаны и которые обычным образом ведут себя при митозе. 
Это нормальное поведение в митозе становится возможным благодаря 
тому, что хромосома половой клетки имеет по своей длине несколько 
центромер (каждый выживающий фрагмент хромосомы в соматической 
клетке содержит по крайней мере один центромер). В полицентрической 
тромосоме половой клетки все центромеры, за исключением одного, заре- 
прессированы. Так как фрагментация хромосом у 4564715 происходит 
только в соматических клетках, то эти изменения полярности можно 
приписать некоторому физиологическому различию между соматическими 
и половыми клетками. Эти изменения полярности нужно считать скорее 
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событиями рекомбинационными, чем мутационными, так как изменения 
из биполярности к униполярности происходят одновременно в большом 
числе клеток; кроме того, при этом отсутствует присущая мутациям 
новизна. 

Мутации, превращающие биполярность в униполярность, несомненно, 
имеют место, однако никогда не сообщалось о достоверном обратном 
процессе, т. е. о мутации из униполярности в биполярность. Так как 
вероятность обнаружения и доказательства изменения из уни- к бипо- 
лярности в действительности очень мала, то нельзя пока с уверен- 
ностью отрицать возможности такого изменения. Могут ли происходить 
мутации к неполярности? Очевидно, что перешедший в результате мутации 
в неполярное состояние уни- или биполярный ген обязательно должен вы- 
пасть из хромосомы. Если это произошло, то свободный, ни к чему не «при- 
клеенный» ген не будет сцеплен ни с одной из хромосом. Так как до сих пор 
не было указаний на существование генетического материала, который 
высвобождался бы таким способом из своего локуса в хромосоме, то нельзя 
утвердительно ответить на этот вопрос. 

Ген был впервые идентифицирован при исследовании особей, размно- 
жающихся половым путем, у которых хромосомы конъюгируют во время 
мейоза. Синапсис происходит в результате притяжения между разными 
сегментами одной или более хромосом. На существование различной сте- 
пени специфического притяжения между генами указывает тот факт, что 
тены, находящиеся в гетерохроматине, конъюгируют менее специфичным 
образом, чем гены эухроматина. Известны особые гены (например, один 
из генов кукурузы, названный асинаптическим), у которых нет не только 
специфического притяжения между их аллелями, но которые даже мешают 
такому притяжению между парами генов в других локусах или приводят 
к общему нарушению конъюгации. В главе 13 уже упоминалось о суще- 
ствовании коллохор — генов, которые содействуют конъюгации. Соот- 
ветствующие локусы эухроматина, расположенные в гомологичных хромо- 
сомах, конъюгируют друг с другом независимо от того, идентичны или 
различны содержащиеся в них аллели. Однако эухроматиновые гены в него- 
мологичных хромосомах обычно не конъюгируют друг с другом, хотя 
и считается, что некоторые ныне неаллельные гены ранее были аллельны- 
ми. Следовательно, мутация должна быть способной изменить синаптиче- 

скую специфичность гена; нужно сделать вывод, что обычно идентичные 
гены притягиваются друг к другу сильнее, чем неидентичные. 

По крайней мере некоторые гены обладают множественными аллелями; 
отсюда ясно, что существуют разные формы гена, и мутации таких генов 
нельзя объяснить просто их полной утратой или инактивацией. Некоторые 
мутации не дают видимого изменения рисунка дисков хромосом слюнных 
желез Ргозор а; следовательно, мутации, затрагивающие только отдель- 
ный ген, т. е. генные мутации, могут быть субмикроскопическими. Пока 
мы можем обнаружить генную мутацию только по ‘производимому ею 
изменению фенотипа. Следовательно, свойства генной мутации должны 
быть определены исходя из изменений фенотипа, производимых генами, 
найденными при помощи рекомбинаций. Соответственно, по таким измене- 
ниям фенотипа мы не можем определить, затрагивает ли генная мутация 
рекомбинационный ген ш 4010, или только его часть, или сайт, или же 
много разных сайтов в нем. Если генная мутация приводит к изменению 
всего гена, то материальный состав генов, определяемый с помощью 
рекомбинаций и с помощью мутаций, должен быть идентичен. С другой 
стороны, если определяемый по рекомбинациям ген содержит один или 
несколько сайтов, в которых произошли мутации, то элементарная едини- 
ца рекомбинации генетического материала должна быть больше элемен- 
тарной единицы мутации. Пока нет данных, на основании которых можно 

было сделать окончательный выбор между этими двумя альтернативами, 


204 





в о» ей считать мутационный и рекомбинационный 
- вивалентными в соответст 
ь ви 
(см. глава 3, стр. 43). и с законом экономии 


Как уже отмечалось в главе 1, любой ген довольно стабилен и до тех 
пор, пока в нем не произойдет обнаружимая мутация, он п 
, роходит многие 
тысячи правильных репликаций. Однако, чем выше ч 
ь , увствительность 
Тод обнаружения мутаций, тем больше частота наблюдаемых 
мутаций (вспомните об обнаружении изоаллелизма, стр. 67). Поэтому 
естественно принять, что существуют способные наследоваться модифика- 
ции отдельных генов, которые ускользают от нас при использовании сов- 
ременных методов их обнаружения. Тем не менее, учитывая наши возмож- 
ности, представляется правильным считать, что ген весьма устойчив. 
Рассмотрим ниже следующий метод получения информации о мутиро- 
вании гена. Отбираются и затем изучаются все мутанты, у которых затро- 
нут один или несколько изучаемых генов. Относительно некоторых мута- 
ций, затрагивающих данный локус, доказано, что в их основе лежат изме- 
нения числа целых хромосом. Для других показано, что они связаны 
с большими или малыми хромосомными перестройками. Все эти мутации 
исключаются из дальнейшего рассмотрения, даже если вместе с такими 
изменениями происходили и генные мутации. Насколько это возможно, 
применяют все генетические и цитологические тесты, чтобы исключить 
мутации с мельчайшими хромосомными перестройками (например, микро- 
дупликации и микроделеции). Затем считают — за недоказанностью 
обратного — что все или хотя бы значительная часть оставшихся мутантов 
получились в результате мутаций, затрагивающих либо отдельный ген 
(генные мутации), либо лишь небольшое количество генов (межгенные 
мутации). При этом каждый из оставшихся мутантов ведет себя так, как 
если бы он возник в результате изменения одной точки на кроссоверной 
и цитологической картах; поэтому такие мутации были названы точеч- 
ными. Так как в этом случае у нас нет критерия, с помощью которого 
можно было бы различать мутации, затрагивающие только один ген 
(включая его полную утрату), и мутации, затрагивающие небольшое 
количество генов, то придется изучать весь гетерогенный класс точечных 
мутаций в надежде выявить некоторые характеристики генной мутации. 
Рассмотрим теперь некоторые свойства спонтанных и индуцированных 
точечных мутаций. Так как точечные мутации возникают в огромном коли- 
честве различных генов, то этот процесс не ограничен каким-либо очень 
узким тином генов.! Условия, вызывающие точечные мутации, могли 
бы быть такими, что в диплоидной клетке одновременно стремились бы 
мутировать оба члена аллельной пары; однако в действительности мутация 
происходит только в одном гене пары. Так как мутирует только один член 
пары генов в ядре, то точечная мутация должна быть явлением, очень 
ограниченным в пространстве, субмикроскопическим. ь 
Если бы точечная мутация заключалась обычно либо в серии изменений 
стабильного гена, либо в нестабильности гена в течение более чем одной 
клеточной генерации, то мутанты должны были бы возникать группами, 
и в одной группе не обязательно один и тот же ген должен был бы аи 
мутировать в один и тот же аллель. Однако многие точечные мутан 
возникают поодиночке. Более того, те из них, которые возникают группами, 
Часто оказываются идентичными. Существование таких групи можно 
обычно объяснить, допустив, что та единственная клетка, которая претер- 
пела мутацию, успела несколько раз поделиться до того, как было прове- 
дено испытание для обнаружения мутантов. Хотя такиеданные и не’дока- 
зывают того, что точечная мутация происходит мгновенно, они все же 
свидетельствуют о том, что процесс ее образования обычно завершается 
за одно клеточное поколение, и в этом отношении изменение происходит 
скорее мгновенно, чем постепенно. Однако число точечных мутаций, полу- 
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ченных после облучения рентгеновыми или ультрафиолетовыми лучами, 
снижается, если сразу после облучения воздействовать видимым светом 
или некоторыми химическими веществами (но не в том случае, если это 
воздействие происходит через несколько часов после облучения). Такая 
обработка непосредственно после облучения приводит к $фото- или хемо- 
восстановлению и доказывает, что процесс возникновения точечной мута- 
ции часто не завершается в течение нескольких минут. Определенные 
химические изменения, которые сами по себе могут быть, а могут и не быть 
мутационными, могут привести к другим генетическим изменениям, напри- 
мер, к разрывам. Если первое изменение устраняется до того, как оно. 
вызвало второе, то наблюдается избавление от мутации. Только после того, 
как процесс возникновения точечной мутации завершился, новое состояние 
гена становится таким же устойчивым, как и старое. 

Точечные мутации почти столь же стабильны, как и их родительские 
гены или другие гены генотипа; однако не следует считать, что все аллель- 
ные и неаллельные гены имеют одну и ту же частоту возникновения спонтан- 
ных мутаций. Изучение специфических локусов Ртозор№ йа показывает, что 
в данном локусе в среднем обнаруживается одна точечная мутация на каж- 
дые 200 000 исследованных зародышевых клеток. У кукурузы частота мута- 
ций в одном локусе примерно вдвое выше, т.е. 1:400 000. У человека (если 
считать мутации, обнаруживаемые в гетерозиготном состоянии) скорость 
мутирования на 1 локус равна одной мутации на 50 000—100 000 гамет. 
Различные локусы у одного и того же вида обладают примерно одинаковой 
мутабильностью. Хотя некоторые гены значительно более мутабильны, 
чем другие, все же можно оценить среднюю скорость возникновения спон- 
танных точечных мутаций на геном на поколение для дрозофилы, мыши 
и человека. В одном поколении ОхгозорйЙа 1 гамета из 20 (или 1 зигота 
из 10) содержит новую обнаружимую точечную мутацию. У кукурузы 
эта частота равна примерно 1/10 гамет, тогда как у человека она равна 
примерно 1/5 гамет (или 2/5 зигот). 

Спонтанно возникающие точечные мутации, т. е. мутации, возникаю- 

щие в естественных условиях, не обнаруживают явной связи со средой 
ни по специфичности изменяющихся локусов, ни по типу изменения. 
Однако изменения среды влияют на частоту точечных мутаций. Например, 
в пределах температур, при которых обычно живет организм, повышение 
температуры на каждые 10° С приводит к 5-кратному увеличению частоты 
точечных мутаций. Это увеличение, хотя оно и несколько сильнее, но все 
ке подобно изменению скоростей обычных химических реакций с повыше- 
нием температуры. Очень сильные изменения температуры в любую сторону 
влияют еще значительнее на частоту точечных мутаций. Оказывается, что 
почти все экстремальные условия среды увеличивают частоту точечных 
мутаций. 

Физические и химические агенты, резко увеличивающие частоту мута- 
ций, называются мутагенами. Все проникающие излучения (см. главу 13) 
мутагенны (см. рис. 13—3), так же как и многие высокоактивные химиче- 

ские вещества, в том числе горчичный газ и его производные, перекиси, 
эпоксиды и карбаматы. Частоты точечных мутаций, полученные при дей- 
ствии излучений и некоторых химических мутагенов, могут быть в 150 раз 
выше спонтанной частоты. Как указывалось, некоторые локусы обычно чаще 
мутируют, чем другие, и поэтому говорят о «спектре» спонтанных точечных 
мутаций. При действии ионизирующих излучении типы мутаций и затраги- 
ваемые ими локусы не очень отличаются от тех, которые возникают при 
спонтанных мутациях. Таким образом, эти излучения дают спектр мута- 
ций, очень похожий на спонтанный. Этого в теНОВ В ожидать, так как 
энергия излучения распределяется в ядре более или менее случайным 
образом и усиливает, в общем, много типов химических реакций. Спектры 
точечных мутаций для разных химических веществ несколько различаются 
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друг от друга, так же как и от спонтанного спект 
индуцированных радиацией. Эти различия можн. 
от случайности при проникновении этих веществ в 
специфически взаимодействовать с разными химическими веществами 
ядра. Тем не менее, частота точечных мутаций, которая растет линейно 
с дозои ионизирующего излучения (хотя скорость такого роста и зависит 
от концентрации кислорода), вероятно так же линейно растет и с дозой 
в ядре многих химических мутагенов. Для химических мутагенов, по-ви- 
димому, нет пороговой дозы, и число образованных данной полной дозой 
точечных мутации постоянно при прочих равных условиях, независимо 
от скорости приложения этой дозы. 

Для. ультрафиолетовых лучей, которые нельзя считать излучением 
высокой энергии, положение иное. В этом случае вероятность индукции 
точечной мутации отдельным квантом значительно ниже 100%. Более 
того, так как при возникновении мутации может произойти взаимодействие 
нескольких квантов, то частота индуцированных ультрафиолетовыми 
лучами точечных мутаций растет с увеличением дозы быстрее, чем линей- 
но — по крайней мере при малых дозах, причем одна и та же доза излучения 
при фракционированном облучении менее мутагенна, чем при однократ- 
ном. 

Точечные мутации не ограничиваются генами клеток какого-то одного 
типа, они затрагивают клетки соматических тканей всех видов как самцов, 
так и самок, а также диплоидные и гаплоидные половые клетки. Спонтан- 
ные точечные мутации относительно чаще возникают на поздних стадиях 
гаметогенеза и на самых ранних стадиях развития — на стадиях, близких 
к оплодотворению. Несмотря на весьма значительные различия в продол- 
жительности жизни большой разницы в частотах спонтанных мутаций 
в половых клетках мух, мышей и человека не обнаружено. Это сходство 
частот мутаций неудивительно, если учесть, что ббльшая часть этих 
мутаций происходит на близких к оплодотворению стадиях, так как 
по продолжительности таких стадий эти организмы мало различаются. 

Другое сходство между этими видами касается числа клеточных делений, 
отделяющих гаметы одного поколения и гаметы следующего поколения; 
эти числа у них близки. Различия между этими организмами в скорости 
мутирования примерно пропорциональны различиям в числе делений 
зародышевой клетки, приходящихся на одно поколение. 

В какой момент существования гена происходит мутация? Пропор- 
циональность частот точечных мутаций у дрозофилы, мыши и человека 
числу прошедших клеточных делений показывает, что некоторые из этих 
мутаций возникают при синтезе нового гена, хотя экспериментальные 
данные и не позволяют уточнить, какой именно ген подвергся мутации — 

старый или новый. Известно, что при старении сперматид и спермиев 
у дрозофилы частота точечных мутаций возрастает. Так как выживаемость 
этих клеток не снижается при анэуплоидии, то увеличение частоты точеч- 
ных мутаций может быть вызвано действием на старый, физиологически 
покоящийся ген; при этом имеется в виду, что точечное мутационное 
изменение может произойти, когда ген связан с соседними генами хромо- 
сомы. Увеличение числа мутаций при старении ко можно считать 
также результатом действия мутагена, накопляемого,со временем, который 
действует на старый или новый ген, как только осуществилась репликация 
гена. Наконец, возможно, что изменения могут происходить на стадиях, 
предшествующих синтезу гена, т. е. до завершения построения нового 
гена и присоединения его к соседям в цепи; такие изменения могут позднее 
быть отнесены к точечным мутациям. 


ра или спектра мутаций, 
о приписать отклонению 
ядро или их способности 
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"ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ ТОЧЕЧНЫХ МУТАЦИЙ 


О биологической пригодности мутантного гена — в чистом виде или в виде 
гибрида — лучше всего судить по его влиянию на способность организма 
давать жизнеспособное потомство, т. е. по его влиянию на потенциал 
размножения. Этот потенциал включает и способность особи, несущей 
мутацию, достигать половозрелого состояния, и ее плодовитость и фертиль- 
ность в течение этого периода, а также жизнеспособность ее потомства 
вплоть до его полового созревания. Каждая мутация приводит к разнооб- 
разным фенотипическим эффектам; однако слабо влияющие на фенотип 
точечные мутации происходят гораздо чаще, чем точечные мутации с силь- 
ными фенотипическими эффектами. Например, мутации, которые в чистом 
виде (в гомо- или гемизиготном состоянии) снижают жизнеспособность 
самцов, но не летальны, встречаются по крайней мере в 3—5 раз чаще, 
чем рецессивно летальные (см. рис. 13—3). 

Подавляющее большинство точечных мутаций снижают потенциал 
размножения; полезные точечные мутации крайне редки. Из истории 
эволюции вида следует, что в большинстве случаев мутации, влияющие 
на какой-либо признак или орган, приводят к его перерождению. Все 
генотипы вида подвергались отбору в течение многих поколений и сохра- 
нялись те из них, которые обладали наибольшим потенциалом размноже- 
ния. Точечная мутация в любом определенном локусе оказывается редким 
событием; однако за всю историю вида многие из возможных альтерна- 
тивных состояний каждого гена должны были встретиться хотя бы несколь- 
ко раз. Из этих альтернативных состояний сохранились только аллели, 
обладающие ббльшими преимуществами; эти-то аллели и встречаются 
в современных популяциях. Поэтому, когда сегодня происходит точечная 
мутация, то она, вероятно, приводит к одной из тех генетических альтер- 
натив, которые уже встречались в прошлом, но были элиминированы 
вследствие их пониженной биологической пригодности, т. е. в результате 
недостаточно высокого потенциала размножения. Кроме того, следует 
помнить, что потенциал размножения представляет собой результат 
координированного действия всего генотипа. Генотип можно уподобить 
заводу, производящему современные автомобили, фенотин — автомобилю, 
а окружающую среду — источникам сырья. Имеющиеся в настоящее 
время генотипы, так же как и заводы, производящие автомобили, сложны 
и имеют длинную эволюционную предысторию. Вероятность того, что 
заново возникшая точечная мутация увеличит потенциал размножения, 
так же мала, как и вероятность того, что случайное локальное изменение 
на современном заводе приведет к производству лучшего автомобиля. 

Различия между фенотипическим эффектом точечной мутации и ее нор- 
мальной альтернативы можно изучить, добавляя к генотипу большее 
количество мутантного аллеля и исследуя последствия такого вмешатель- 
ства. Так, обычно дрозофила с нормальным доминантным геном 66 
имеет длинные щетинки. У мутантной линии щетинки короче и тоньше 
из-за присутствия рецессивного аллеля 66 [укороченные (фоЪЪед) щетин- 
ки]; этот аллель (0б этом следует помнить) находится в локусе, который 
бывает ив Х-ив У-хромосомах. Можно было бы предполагать, что самец 
или самка, гомозиготные по 6, имеют укороченные щетинки из-за того, 
что этот аллель приводит к укорочению и а --— нормальной щетинки. 
Можно получить самцов ХУУ и самок ХХУ, диплоидных по остальным 

Г леля 66; в соответствии с только что 

хромосомам и содержащих три ал бей щетивий 
высказанным предположением у этих 060 о Цви должны быть еще 
короче и тоньше, чем у обычных гомозигот по этой мутации. Однако при 
я доза 66) щетинки оказываются почти нормаль- 
наличии трех 656 щи ор (С: Эфегп). Этот результат показывает, 
«то. 6 у иируст аналогично 66', но только слабее. Мутации с дей- 
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РИС. 14-1. 


Соотношение между дозой 
(по оси абсцисс) и фено- 
типическим эффектом (по 
оси ординат) нормально- 
го и мутантного генов 
(М — мутантный, + 
нормальный ген) (по м 
Н. Миег) 
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ствием, подобным действию нормального гена, но только более слабым, 
называются гипоморфами. Многие точечные мутации относятся к гипо- 
морфам, так как увеличение их дозы в отсутствие нормального гена при- 
водит к тому, что фенотипн приближается к норме. 

Большинство прочих точечных мутаций аморфны и не влияют на фено- 
тип даже в избыточной дозе. Примером такой мутации может служить 
ген белых глаз (1) у дрозофилы. 

Некоторые мутации, неоморфы, дают новый эффект, и большая доза 
неоморфной мутации вызывает большее отклонение от нормы, тогда как 
добавление большей дозы нормального гена не обнаруживает никакого 
влияния на фенотип. С помощью диаграммы (рис. 14—41, Н. 1. МиПег) 
можно показать связь между нормальным геном дикого типа и его гипо- 
морфными мутантами. Отметим, что единичный ген -- дает почти полно- 
стью нормальный фенотипический эффект (и часто нелегко обнаружить 
его отличие от нормального эффекта). Два гена -- достигают уровня 
фенотипа дикого типа. Однако в случае гипоморфной мутации даже трой- 
ная доза гена не может достичь фенотипического уровня, создаваемого 
одним геном -- (вспомним эффект мутации 65). Отметим также, что гене- 
тические модификаторы или влияние среды, которые могут изменить 
дозу генов и потому сдвинуть фенотипический эффект, оказывают меньшее 
влияние при переходе от организмов с одной только дозой мутантного гена 
К 0собям с двумя генами --. Естественный отбор явно должен отдавать 
предпочтение аллелям, фенотипические эффекты которых близки к эффек- 
ту дикого типа (близки к плато кривой, рис. 14—41), так как эти аллели 
обеспечивают стабильность фенотипа. Любая мутация, дающая такой 
фенотип, будет с течением времени встречаться чаще в этой популяции 
и автоматически должна быть доминантной, будучи в гетерозиготном 
состоянии с гипоморфным вариантом гена. Эта модель показывает, почему 
гетерозиготы с одним геном -- и одним мутантным геном имеют практиче- 
ски тот же фенотип, что и нормальные гомозиготы; она представляется 
наилучшим объяснением большинства случаев полной или почти полной 
доминантности. Так как нормальное состояние гена уже дает фенотипиче- 
ский эффект, близкий к оптимальному, то эта схема показывает также, 

почему при прочих равных условиях так мало мутаций оказывается полез- 
ными. 

Из предыдущего ясно, что гипоморфные и аморфные мутации в чистом 
виде обычно вредны. Каково же действие этих мутаций в гетерозиготном 
состоянии с нормальным геном? Если мутация аморфна, то мутантная 
гетерозигота может оказаться неспособной достичь фенотипа дикого типа 
и поэтому следует ожидать, что такие мутации будут несколько вредны 
в гетерозиготном состоянии. Нужно ожидать, что гипоморфы в гетеро- 
зиготном состоянии будут менее вредны или вообще не вредны, по край- 
ней мере в отношении признака, по которому они были отнесены к гипо- 
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морфам. Однако каждый ген влияет на ‘много разных биохимических 
процессов. Поэтому мутант, гипоморфный по одному признаку, может 
оказаться аморфным в отношении другого признака. Например, у дрозо- 
филы нормальный аллель ар’’, который обусловливает тускло-красный 
цвет глаз, вызывает также окраску мальшигиевых сосудов. Один из его 
аллелей, арг, обусловливает более слабую окраску глаз (будучи в этом 
отношении гипоморфным), но мальпигиевы сосуды при этом не окраши- 
ваются (в этом отношении аллель аморфен). 

Опыт подтверждает предположение, согласно которому большинство 
«рецессивных» летальных точечных мутаций — летальных в гомозиготном 
состоянии — снижают потенциал размножения, находясь в гетерозигот- 
ном состоянии. Поэтому такие мутации не полностью рецессивны; будучи 
у дрозофилы в гетерозиготном состоянии, они приводят к гибели пример- 
но двух процентов особей до того, как они достигнут взрослого состояния. 
Обычно мутации, которые в чистом виде вредны, но не летальны, вредно 
действуют также и в гетерозиготном состоянии; это вредное действие 
несколько меньше, чем то, которое дают в гетерозиготном состоянии рецес- 
сивные летальные точечные мутации. Рассмотренные здесь принципы влия- 
ния на фенотип применимы, по-видимому, как к спонтанным, так и к инду- 
цированным точечным мутациям. 


ОБНАРУЖЕНИЕ ТОЧЕЧНЫХ МУТАЦИЙ 
У ДРОЗОФИЛЫ 


Мы уже говорили о существовании генетических методов отбора точечных 
мутаций. Теперь мы подробно рассмотрим созданный Г. Меллером изящ- 
ный метод такого отбора, использованный также и для других целей, 
в применении к Дгозорй Йа теаповазег. 

Используемый обычно метод обнаружения рецессивных леталей назы- 
вается «Вазс» (см. рис. 14—2); этот метод предназначался для обнаружения 
мутаций, возникающих в половых клетках самцов в гемизиготных локу- 
сах Х-хромосомы, т. е. в таких локусах Х-хромосомы, для которых нет 
аллелей в хромосоме У. Брались самцы дикого типа, нормальные по всем 
признакам, включая форму и окраску глаз. Самки обладали Х-хромосо- 
мами, гомозиготными по гену Ваг (В), изменяющего форму глаз, гену 
абрикосового цвета глаз (арг) и по двум парацентрическим инверсиям 
в левом плече. Меньшая инверсия (17.5) лежит внутри большой инверсии 
(Г 568\ 568, которая затрагивает почти все левое плечо. Левая точка 
разрыва большой инверсии обозначена как $с', а правая — как $с°). 
(Название «Вазс» произошло от Ваг, арг и инверсии зсщце.) Самки (или 
самцы) линии Вазс имеют полосковидные глаза типа Ваг абрикосового 
цвета. Генотип самки Вазс записывается как 


5с81В 1т5 арг 808] 581 В 1т5 арг 868. 


Самцы дикого типа скрещивались с самками Вазс ив Е; получались дочери 
генотипа --/зс81В Гп.5 арг 3с8, у которых глаза были более широкими, чем 
у матерей, так как они гетерозиготны по Ва” (по всем другим признакам — 
они дикого типа). 

Очень короткое правое плечо Х-хромосомы целиком состоит из гетеро- 
хроматина; поэтому мы его здесь не рассматриваем. Каждая самка Е, гете- 
розиготна по двум парацентрическим инверсиям; в связи с этим любой 
перекрест между левыми плечами ее Х-хромосом приводит к появлению 
дицентрических или ацентрических кроссоверных нитей, которые не могут 
войти в ядро гаметы (см. главу 412). Поэтому самки Е: образуют яйцеклет- 
ки, Х-хромосома которых или целиком материнская (5с81В Гп.5 арг 83), 
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или целиком ея (--) в отношении интересующих нас маркеров. 
Если эта самка Е, скрещивается со своими братьями Ваз : 
сыновей в следующем поколении (Е›) получ: ы . е ина 
К ввновинь полу >) получает материнскую Х-хромосо- 
и, олучает материнскую Х-хромосому Вазс. Поэтому, 
изучив потомство одной самки из ЁЕ;, легко обнаружить наличие среди 
более чем 80 обычно получающихся ‹ов Е Ри 

ЕЕ потомков Е, сыновей обоих типов. 
Заметим, что каждый сын дикого типа из Е. содержит идентичную копию 
Х-хромосомы, которую его мать (самка Е!) получила от своего отца (сам- 
ца Р!). Даже если использованный для получения самки Е, спермий 
содержит сцепленную с Х-хромосомой рецессивную летальную мутацию, 
то самка Е, обычно выживает, так как у нее в хромосоме Вазс есть + 
аллель этой мутации. Однако у каждого из сыновей дикого типа из Е» эта 
мутация находится в гемизиготном состоянии; они обычно погибают 
до достижения зрелого состояния, так что в Е, не появляются сыновья 
дикого типа. Самка ЕЁ, получается при оплодотворении спермием с Х-хро- 
мосомой дикого типа; отсюда ясно, что отсутствие сыновей дикого типа 
в ее потомстве доказывает наличие в спермии Р, рецессивной летальной 
мутации, сцепленной с Х-хромосомой. 

Такая летальная мутация должна была возникнуть в половой клетке 
после оплодотворения, произведенного самцом Р;. Присутствуй она уже 
при оплодотворении, она не смогла бы сохраниться. Маловероятно, чтобы 
многие сцепленные с Х-хромосомой летали, обнаруженные в спермиях, 
возникли на очень ранних стадиях развития, так как в этом случае такая 
леталь имелась бы и в значительной части соматических клеток, что 
приводит, как правило, к гибели организма до достижения зрелого возра- 
ста. При исследовании нескольких сотен спермиев от одного самца обычно 
только в одном оказывается рецессивная летальная мутация, сцепленная 
с Х-хромосомой. Следовательно, большинство сцепленных © Х-хромосо- 
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РИС. 14-2. 


Схема скрещиваний, иснользуемых в методе Ваз. 


(1) отсутствует, если рецессивная леталь содержится в хромосоме Ри 
Вас, полученной самкой Р,; (2) отсутствует, если рецессивная леталь 
содержится в хромосоме Р. -- , полученной самкой Рь 
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мой леталей, имеющихся в сперме, затрагивают лишь очень незначитель- 
ную часть половых клеток. Иногда, однако, мутация происходит в поло- 
вых клетках достаточно рано, так что мутации содержатся в нескольких 
из исследованных спермиев одного самца. Эти мутации представляют 
собой одну и ту же рецессивную леталь. 

Если посредством тысячи отдельных скрещиваний с самками исследо- 
вать на наличие сцепленных с Х-хромосомой рецессивных леталей 1000 
спермиев нормальных не подвергавшихся каким-либо специальным воздей- 
ствиям самцов, то окажется, что примерно два из этих скрещиваний при- 
водят к появлению сыновей, отличных от дикого типа. Эта частота (0,2%) 
сцепленных с Х-хромосомой рецессивных летальных мутаций довольно 
характерна для О. те/апозазег. Было обнаружено, что количество спер- 
миев, содержащих сцепленные с Х-хромосомой рецессивные летали, 
увеличивается примерно на 3,1% при каждом увеличении дозы, кото- 
рой облучается взрослый самец, на 1000 Р (см. рис. 13—3, где приведены 
соответствующие частоты мутаций после облучения быстрыми электро- 
нами). 

При таком применении метод Вазс позволяет обнаруживать лишь те 
рецессивные летали, которые приводят к гибели особей до достижения 
ими зрелого возраста. При этом не обнаруживаются другие рецессивные 
летали, которые дают взрослых самцов дикого типа, но стерильных или 
погибающих до того, как они могут спариться. Удается обнаружить только 
те рецессивные летали, которые гемизиготны у самцов Е,. Известно, что 
имеется значительное число сцепленных с Х-хромосомой мутаций, леталь- 
ное действие которых в гемизиготном состоянии предотвращается генами, 
обычно имеющимися в У-хромосоме. Эта группа не обнаруживается дан- 
ным методом вследствие того, что каждый самец Е, обычно имеет У-хромо- 
сому. Для обнаружения У-супрессируемых рецессивных леталей такого 
специального типа могут быть произведены соответствующие модифика- 
ции процедуры Вазс. Однако у метода Вазс и в том виде, как он здесь опи- 
сан, есть много преимуществ и сфер применения. 

Например, удается легко и объективно определить наличие или отсут- 
ствие самцов дикого типа среди Е,. Так как обнаруживаемая в Е, рецес- 
сивная леталь имеется также и у самок Е,, гетерозиготных по Ваг, то 
возможно дальнейшее исследование рецессивной летали в Е, ив пос- 
ледующих поколениях. Такие исследования показывают, что некоторые 
летали связаны с межгенными изменениями; летали, не связанные 
с межгенными изменениями, относят к рецессивно летальным точечным 
мутациям. Метод Вазс может быть также использован для обнаружения 
рецессивных леталей, возникших в хромосоме Вас в Р,. О наличии такой 
мутации свидетельствует отсутствие самцов Вазс среди потомства ЁЕ.. 
Более того, если стандартизованы внешние условия, то оказывается во3- 
можным обнаружить гемизиготные мутации, которые либо снижают жиз- 
неспособность самцов Е,, не будучи летальными, либо увеличивают их 
выживаемость сверх нормы. Этот метод позволяет также изучить влияние 

на жизнеспособность рецессивных леталей в гетерозиготном состоянии. 

Метод Вазс можно использовать также для обнаружения сцепленных 
с Х-хромосомой мутаций, приводящих к видимому морфологическому изме- 
нению в гемизиготном состоянии; однако при этом пропускаются все такие 
«видимые» мутации, которые одновременно относятся к гемизиготным ле- 
талям. Эту трудность позволяет преодолеть метод «Магу» (Н. 7. МиаПег, 

1954). Для этого используют самок с 15 рецессивными точечными мутаци- 
ями в одной Х-хромосоме и с соответствующими нормальными аллелями 
в гомологичной. Соответствующие парацентрические инверсии поддержи- 
вают неизменность этих хромосом в последующих поколениях. Мутанты 
обнаруживаются, когда у таких самок проявляются оон призна- 
ки. Поэтому метод Маху позволяет обнаруживать любую мутацию, затра- 
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тивающую нормальный аллель какого-либо из 15 рецессивов, при условии, 
что мутация не приводит к нормальному фенотипу в гетерозиготном 
состоянии с рецессивным аллелем, а также не представляет собой доми- 
нантную леталь. После того, как такие мутации обнаружены, из них могут 
быть отобраны точечные мутации. 

Исследование рецессивных леталей в Х-хромосоме и в аутосомах 
показывает, что имеются сотни локусов, в которых точечные мутации могут 
быть рецессивно летальными. Рецессивные летали, обнаруженные с по- 
мощью метода Вазс, и видимые мутации, обнаруженные с помощью метода 
Маху, не следует считать взаимно исключающими типами мутаций. Неко- 
торые из видимых мутаций, обнаруженных методом Маху, летальны 
в гемизиготном состоянии, а около 40% гемизиготных леталей, обнару- 
женных методом Вазс, приводят в гетерозиготном состоянии к определен- 
ному морфологическому эффекту. Можно в общем утверждать, что 
любая «видимая» мутация в гомо- или гемизиготном состоянии приведет 
к некоторому изменению выживаемости, и, наоборот, любая мутация, 
влияющая на выживаемость, даст эффект, «видимый», по крайней мере, 
на биохимическом уровне. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Мутационными единицами генотипа служат (в порядке уменьшения раз- 
мера) геном; хромосома; сегмент хромосомы, включающий более одного 
тена; ген. Так как рекомбинационный ген может иметь несколько аллелей, 
то генная мутация может включать как рекомбинационный ген целиком, 
так и один или несколько мутационных сайтов внутри него. Хотя границы 
гена, определенные посредством рекомбинаций и мутаций, могут не быть 
материально эквивалентными, мы будем по-прежнему считать, что это 
так до тех пор, пока не доказано обратное. 

Возникновение генной мутации не ограничено плоидностью, типом 
клетки или гена или тем, как она влияет на синапсис. Ограниченным являет- 
ся лишь то влияние, которое такая мутация может оказать на полярность 
тена. Существование триполярных генов исключается. Биполярность 
представляет собой обычное состояние, а униполярность — более ред- 
кое. 

Мутации, не дающие межгенных изменений, относятся к точечным 
мутациям. К точечным мутациям относятся и генные мутации. Поэтому 
точечные мутации можно использовать для выяснения мутационных 
свойств гена. Частота точечных мутаций линейно возрастает с увеличением 
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дозы проникающего излучения; на нее не влияет фракционирование дозы 
и для нее нет пороговой дозы, ниже которой в генетическом материале 
не происходило бы изменений. Точечные мутации позволяют также пока- 
зать, что каждый отдельный ген относительно стабилен в течение многих 
клеточных генераций; изменения генов происходят в результате простран- 
ственно весьма ограниченных физико-химических событий, завершающих- 
ся в течение нескольких минут, после чего новый ген вновь оказывается 
устойчивым. Возникновение точечных мутаций усиливается или индуци- 
руется изменениями температуры, старением, репликацией гена, физи- 
ческими или химическими мутагенами. Возможно, что изменения, приво- 
дящие к возникновению точечной мутации, происходят в старом гене, 
а может быть и в новом гене, или при его образовании. 

Описаны генетические схемы обнаружения сцепленных с Х-хромосомой 
рецессивных летальных или рецессивных видимых мутаций у дрозофилы. 
Будучи единичным, любой из большинства нормальных генов не способен 
дать полностью нормальный фэнотипический эффект, так что большинство 
точечных мутаций действуют на фенотип либо гипоморфно, либо аморфно. 
Изучение точечных мутаций этих и других типов показало, что почти все 
они снижают потенциал размножения организма, если они имеются в чис- 
том виде (не гибриды), и в меньшей степени в гибридном состоянии. Соот- 
ветственно, большинство точечных мутаций не полностью рецессивны 
по отношэнию к нормальному состоянию гена. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


14.1. Существует ли безопасная доза рентгеновых или ультрафиолето- 
вых лучей, не вызывающая точечных мугаций? Объясните. 

14.2. Можно ли утверждать, что некая определенная мутация вызывает, 
по-видимому, изменение одного гена, а не нескольких генов? Объясните. 

14.3. Можно ли было Узнать о существовании генов, если бы все гены 
обладали одинаковой мутационной способностью? Объясните. 

14.4. Как Вы полагаете, должна ли скорость мутирования от нормы 
Р к многопалости Р быть выше у нормальных людей, среди предков 
которых были многопалые, чем У нормальных? Объясните. Как можно 
проверить Вашу гипотезу? 

14.5. Накладывают ли рассмотренные мутационные свойства генов 
какие-либо ограничения на их химический состав? Объясните. 

14.6. Когда хромосома разорвана, лежит ли точка разрыва внутри 
гена, между генами или возможны оба случая? Постарайтесь обосновать 
ответ. 

14.7. Иногда точечные мутации называют генными. Как Вы полагаете, 
это допустимо? Почему? 

14.8. Каким образом исследование мутирования зависит от изучения 
генов? В каком случае справедливо обратное? 

14.9. Каково Ваше мнение о правомерности перенесения закономер- 
ностей возникновения точечных мутаций непосредственно на генные 
мугации? 

14.10. Все ли мутации, обнаруживаемые с помощью методов Вазс 
и Мазу, следует считать точечными? Объясните. 

14.11. Допустим, что при использовании метода Вазс в культуре ЕЁ, 
появляются оба ожидаемых типа дочерей, но совсем нет сыновей. Чему 
следует приписать это явление? 

14.12. Как определить, связана ли рецессивная леталь, обнаруженная 
в Е, по методу Вазс, с инверсией или с реципрокной транслокацией? 

14.13. Самка дикого типа дала 440 дочерей и только 51 сына. Как 
проверить, не вызвано ли это наличием рецессивной сцепленной с Х-хро- 
мосомой летали в гетерозиготном состоянии? 
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14.14. Как можно объяснить фенотип редкой самки в линии Мау, 
все потомство порой ооычного типа, но у которой глаза несколько 
свотлее нормы: 


14.15. Сравните относительную пригодность человека и дрозофилы 
для определения темпа мутирования. 


14.16. У самок линии Вазс гены в Х-хромосоме сцеплены неполностью. 
Можно ли согласиться с таким утверждением? Почему? 
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Глава 15 
ГЕНОФОНД; ФАКТОРЫ РАВНОВЕСИЯ 


Рекомбинационные и мутационные свойства генетического материала 
исследуются на перекрестно-оплодотворяющихся организмах, а природа 
и фенотипические проявления различных генетических единиц описывают- 
ся через посредство признаков, обнаруживаемых у таких особей и их 
родственников. Перекрестно-оплодотворяющиеся организмы — это члены 
некоей общей популяции. В общей популяции у каждого организма при 
скрещивании есть обычно возможность выбора партнера из большого 
количества других членов популяции. Гаметы всех скрещивающихся 
особей создают пул генов, или генофонд, из которого выбираются гены 
следующего поколения. Что же происходит с частотой отдельного гена 
в генофонде в ряду поколений? Рассмотрим этот вопрос, сконструировав 
для этого некий генофонд. 

Предположим, что люди заселили Марс, и прибывшее туда население 
достаточно велико. Допустим далее, что у этого населения из генов цвета 
глаз в генофонде имеются только аллель В (карие глаза) и полностью 
рецессивный аллель 6 (голубые глаза) с частотами 0,2 В и 0,8 6. Каковы 
должны быть генотипы и фенотипы Е, при предположении, что фенотип цвета 
глаз на выбор супруга не влияет? Ответ можно увидеть из табл. 15—1. 
Из-за случайного соединения гамет 4% детей будут ВВ, 32% — ВФ 
и 64% — 65. Фенотинически популяция Е, состоит из 36% кареглазых 
и 64% голубоглазых. 


Таблица 15—1 
ТЕНОТИПЫ Е, И ОБРАЗУЕМЫЙ ИМИ ГЕНОФОНД 
Женские гаметы 











0,2 В 0,8 
0,04 ВВ 0,16 ВЫ 
Мужские гаметы 0,2 В (карие) (карие) 
0,16 ВЫ 0,64 5 
0,86 (карие) (голубые) 





Популяция Е. 
0,04 кареглазых (ВБ) - 0,32 кареглазых (В6) + 0,64 гслубоглазых (05) 
Генофонд Е: 
В=0,04 -- 0,16 =0,2 
6—0,16 -- 0,64 =0,8 


Каков генофонд гамет ЁЕ\, если нет мутаций? 4% индивидов ВВ из Е, 
дают 4% всех гамет, и эти гаметы содержат 2. 82% индивидов В из Е, 
дают 32% всех гамет, из которых половина (16%) ЧО В, а другая 
половина — 6. Следовательно, весь генофонд СОДЕВЯ ит 20% гамет с В. 
Гаметы с 6 составляют 80% генофонда (46 от 32% гетерозигот В и все 
64% из 64% индивидов 66). Заметьте, что генофонд Е, идентичен генофонду 
Р.. Следовательно, ив Ех и во всех последующих поколениях будут те же 
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> остаются постоянными. фенотипов, так как частоты В и 6 в гено- 
м С Не бы заселять Марс начал не генофонд, состоящий 
из Ю 0, а генофонд с каким-то другим соотношением? Можно 
обобщить вышеприведенный анализ, считая долю мужских и женских 
гамет в популяции, содержащих В, равной р, а долю гамет, содержащих 
| Ь, равной 4. Естественно, что как для яйцеклеток, так и для спермиев 
р +9 = 1. Эти половые клетки соединяются случайным образом, давая ре- 
зультат, показанный в табл. 15—2. Значит, популяция потомства состоит из 


| РВВ -- 2РраВЬ + 9*%Ъ. 


2 
Доля кареглазых равна р* -- 2ра, тогда как доля голубоглазых равна (НЕ 
Частоты В и 6 в гаметах, образуемых популяцией потомства, равны: 





В=р- ра=рР-+ 9) =Р, 
= р1=9(а + Р)=9: 





Следовательно, частоты генов остаются такими же, как и в гаметах пре- 
дыдущего поколения, и у всех будущих поколений будет тот же генофонд 
и те же относительные частоты диплоидных генотипов. Формула 
РВВ - 2Р4ВЬ -{ 49° 
описывает генотипическое равновесие, поддерживаемое при неизменном 
тенофонде (правило равновесия Харди — Вайнберга). 
Таблица 15—28 


ТИПЫ И ЧАСТОТЫ ГЕНОТИПОВ, ОБРАЗУЕМЫХ ГЕНОФОНДОМ, 
СОСТОЯЩИМ ИЗ рВ И 95 


Яйцеклетки 








РВ (карие) 46 (голубые) 
РВ РВВ раВь 
(карие) (карие глаза) (карие глаза) 
| 
| Спермии 46 раВе 45 
(голубые) (карие глаза) (голубые глаза) 





Следует отметить, что это правило равновесия не зависит от наличия 
доминирования. Более того, В и $ в формуле могут обозначать любые два 
аллеля, частоты которых в генофонде известны, даже если сумма их частот 
и меньше единицы, как в случаях множественного аллелизма. а 

Если бы это правило равновесия было применимо без ограничений, то 
частоты генов должны были бы оставаться неизменными; не происходило 
бы эволюции различных генотипов и не возникали бы новые фенотипы. 
Однако для того, чтобы в описанной марсианской модели поддерживалось 
генное равновесие, было необходимо соблюдение некоторых условий. Одно 
из условий состояло в том, что не учитывалось мутирование, а если его 
допустить, то очевидно, что частота в популяции двух аллелеи, В и 6, 
изменяется и равновесие нарушается. Частота любого аллеля изменится 
также, если различны прямая и обратная скорости мутирования этого 
аллеля. И в том, и в другом случае генетическое равновесие сдвигается 
до тех пор, пока не будет достигнуто новое равновесие. Начиная © этого 
момента, это новое равновесие будет сохраняться до тех пор, пока на часто- 
ф мутирования соответствующего гена не повлияет какой-либо новый 

актор. 
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В нашей модели предполагалось также, что потенциал размножения 
(биологическая приспособленность, или адаптивная ценность) не зависит 
от генотипа по цвету глаз. Но при определенных условиях может быть 
так, что при выборе супругов отдается предпочтение людям с голубыми 
(или жес карими) глазами. В этом случае потенциал размножения иНДи- 
вида уже нельзя считать независимым от рассматриваемых аллелей. Соот- 
ветственно, если люди с одной генетической конституцией дают более 
жизнеспособное потомство, чем люди с другим генотипом, то имеется 
тенденция к возрастанию в популяции частоты генов, передающих эту 
более высокую биологическую приспособленность, тогда как частота 
генов с меньшей приспособленностью стремится понизиться. Таким обра- 
зом, отбор, воздействуя на генотипы с различной адаптивной ценностью, 
изменяет частоты генов и сдвигает равновесные частоты генотипов. 

Мы предполагали также, что марсианская популяция велика. Допустим, 
однако, что населению Марса (с генофондом в 0,2 В и 0,8 6) нехватает пищи 
и лишь одна, выбираемая по жребию, пара может иметь детей. Вероятность 
того, что эти супруги будут голубоглазыми, равна 0,64 Х 0,64 или около 
0,41. Соответственно, эта величина (0,41) составляет вероятность того, 
что генофонд случайно изменится таким образом, что новые частоты генов 
будут равны 1,0 для 6 и 0 для В. Этот случайный генетический дрейф 
можно проиллюстрировать и на примере менее экзотических ситуаций. 
Если популяция очень велика, но в какой-то семье в течение нескольких 
поколений рождается относительно большое количество детей, то доля 
всех людей в популяции с фамилией этой семьи ничтожна. Но если попу- 
ляция уменьшается, тогда как скорость воспроизведения данной семьи 
не изменяется, то доля населения с фамилией этой семьи возрастет. Соот- 
ветотвенно, если популяции очень велики, то случайные колебания в числе 
детей у родителей с разными генотипами несущественны и не изменяют 
тенофонда. В небольших же популяциях такие случайные колебания могут 
изменить частоты генов путем случайного генетического дрейфа. 

В нашей марсианской модели не рассматривалась возможность того, 
что в колонии могут быть эмигранты и иммигранты. Если частоты генов 
У эмигрантов отличны от частот в генофонде остающейся популяции, то 
частоты генов в остающейся популяции изменятся. Если у иммигрантов 
частота некоего гена отлична от его частоты у уроженцев Марса, то браки 
между иммигрантами и «марсианами» приведут к тому, что генофонд также 


изменится. Таким образом миграция может смещать генетическое равно- 
весие. 

Мы видим, следовательно, что свободно скрещивающаяся популяция 
остается неподвижной — находится в генетическом равновесии — при 
отсутствии мутаций, отбора, случайного генетического дрейфа и избира- 
тельной миграции. Наличие того или иного из этих факторов (или их всех 
вместе) изменяет частоты генов в генофонде и в результате меняет равно- 
весные частоты генотипов. Разные виды обладают различными генофон- 
дами, и естественно предполагать, что они потому-то и различаются, что 
обладают разными генофондами. Поэтому факторы, изменяющие генные 
частоты, можно считать основными причинами образования видов. Обра- 
зование ‘более высоких таксономических категорий основывается, подобно 
видообразованию, на изменении генофондов. Поэтому к основным причи- 
нам биологической эволюции относятся: 

1) мутации (которые дают исходный материал для эволюции); 

2) отбор (который формирует из этого исходного материала биологи- 
чески приспособленные генотипы рас и видов); 

3) случайный генетический дрейф = может дать быстрое изме- 
нение частоты гена в небольших популяциях); 

4) избирательная миграция (которая может сдвинуть генные частоты 
в результате обмена особями между различными популяциями). 
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ОТБОР ГЕНОТИПОВ 


Уже отмечалось, что отбор нарушает равновесие в генофонде. Отбор 
действует на уровне фенотипа, сохраняя в популяции те генотипы, которые 
обладают наибольшими репродуктивными потенциалами Отбо ры 
место на всех стадиях жизненного цикла организма. ОБОЕВ отбора 
сохраняет целые фенотипы, а не отдельные признаки, т. е. сберегает гено- 
типы, а не отдельные тены. Иногда отбор действует на фенотипы гаплоид- 
ных типов или стадий, сформированные отдельными геномами; в других 
случаях — у организмов, размножающихся половым путем, — он воздей- 
ствует на смешанное фенотипическое проявление двух геномов. Следует 
отметить, что генотип, который на одной стадии жизненного цикла оказы- 
вается относительно приспособленным, на другой стадии может быть отно- 
сительно неприспособленным, независимо от того, одинаковы или различ- 
ны плоидности этих стадий. Репродуктивный потенциал организма в целом 
определяется, конечно, суммарной адаптивной ценностью всех этих отдель- 
ных признаков. Следует отметить, наконец, что в перекрестно-оплодотво- 
ряющихся популяциях отбор оказывает предпочтение генотипам, которые 
обеспечивают максимальную приспособленность популяции в целом. 
Поэтому некоторая часть популяции может получить генотипы, которые 
явно не дают организмам каких-либо преимуществ. Если это так, то 
следует ожидать, что те же генетические компоненты будут полезными 
в других, более вероятных комбинациях. 


ОТБОР ПРОТИВ МУТАЦИЙ 


Так как человек в основном диплоиден, то отбор преимущественно имеет 
дело с фенотипом, сформированным диплоидом. Для ответа на вопрос 
«Какова судьба мутантных генов в генофонде?» следует знать как частоты 
возникновения мутаций, так и характер их влияния на репродуктивный 
потенциал в динлоидном генотипе. Вспомним, что фенотипический эффект 
мутантного гена зависит не только от природы его аллеля, но и от его связи 
с остальным генотипом. 

Рассмотрим, по очереди, как влияет отбор и мутирование на судьбу 
в генофонде человека мутаций со следующими полными фенотипическими 
эффектами: доминантная леталь; доминантная вредная мутация; рецес- 
сивная леталь; рецессивная вредная мутация. 

Доминантная летальная мутация летальна в гетерозиготном состоянии 
и элиминируется из генофонда в том же поколении, в котором она возник- 
ла. Следовательно, биологическая приспособленность таких мутантов 
равна нулю. Если считать, что невыгодность нормальной гомозиготы 
(А.А) при отборе равна нулю, то доминантная леталь совершенно невы- 
годна, и коэффициент отбора, $, равен единице. Легко видеть, что частота 
мутирования, и, для этого доминантного летального состояния должна 
быть равна половине частоты затронутых мутацией особей (А.Аз), так как 
У каждой такой особи есть один мутантный и один нормальный ген. 
Примером такой доминантной летали у человока может служить, при 
отсутствии специального оная = лечения, ретинобластома (зло- 
‹ач ль сетчатки). 
ка п ней (или зондродистрофическая) карликовость ра 
теризуется непропорциональностью частей тела — голова и но 
нормальных размеров, тогда как руки и ноги укорочены. Это а 
ностью пенотрантное (см. стр. 88) заболевание вызвано пр том 
в гетерозиготном состоянии гена, который действует в а >) ежи 
ной вредной мутации; известно, что у таких карликов (А1А5) к : во 
детей составляет лишь 20% , по сравнению с количеством детей, рождаемых 
нормальными людьми. Из-за такого снижения репродуктивного потенциа- 
ла коэффициент отбора генотипа А,А. равен 0,8. 
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В одном исследовании частоты А,А» в популяции было обнаружено, 
что 10 детей-карликов приходятся на 94 075 рождений. В этом случае дети. 
карлики могли рождаться как от нормальных родителей, у которых были 
вновь возникшие мутации А,, так и от нормального и карликового роди- 
теля. Поэтому частота в популяции гена А, р, должна быть 10/2 Х94 075, 
или 0,000053. Из тех случаев, для которых известно, что у карликов были 
нормальные родители, частота мутирования, и, в А, равна 0,000042. Если 
правильно, что 5 — 0,8, то р = ц/з = 0,000042/0,8 — 0,0000525, что 
прекрасно соответствует наблюдаемой частоте гена (р). Для доминантной 
летали частота гена равна частоте мутирования (р = и), так как $=1; 
однако в данном случае $ меньше единицы, так что частота гена больше 
частоты мутирования. В настоящее время частота гена карликовости не на- 
много выше частоты мутирования, что свидетельствует об эффективности 
элиминирования таких мутаций из генофонда с помощью естественного 
отбора. 

Ген юношеской формы, амавротической семейной идиотии (а,) не дает 
видимого эффекта в гетерозиготном состоянии (Ала); гомозиготные дети 
погибают; следовательно а, — это рецессивная леталтная мутация. Один 
человек с такой мутацией обнаруживается на 100 000 человек, или с часто- 
той 0,00001. Какова частота а, в генофонде? Как показано в табл. 15—3, 


Таблица 15—3 
ЮНОШЕСКАЯ АМАВРОТИЧЕСКАЯ СЕМЕЙНАЯ ИДИОТИЯ. (ОБЪЯСНЕНИЯ В ТЕКСТЕ) 





Генотип АА: Ата а2аз 
Фенотип нормальный нормальный погибает 
Частота при равновесии р? 2р4 42 


и = частоте мутирования из А: в аз 

= Уи/5 , где 5=14, следовательно а= У“ 
и—=105—0,00001, следовательно 4 = И0,00001 = 0,003 
Действительная частота при равновесии Ч 
, 


(р?) (229) 
(0,997)» 2(0,997) (0,003) ® 
0,994 0,006 „00001 





частота особей аа, при равновесии равна 4?. Соответственно, частота 


а» (4) должна быть равна И 4? или 0,00001 , т. е. около 0,003, тогда как часто- 
та А, должна быть равна 1,0—0,003 = 0,997. Заметим, что гетерозиготы 
(носители) встречаются в 600 раз чаще больных-гомозигот. Какова часто- 
та мутирования А, в а»? Допустим, что генофонд находится в равновесии; 
другими словами, частота, с которой а, поступают в популяцию за счет 
мутирования, равна частоте, с которой они исчезают из популяции с ги- 
белью гомозигот аа». Тогда скорость мутирования в а, должна быть равна 
0,00004. Коэффициент отбора для здорового человека (А,А; и А:аз) равен 
0, тогда как для аза» он равен 1. Таким образом, частота рецессивной мута- 
ции в генофонде может быть выражена как 4 = Уи, где 5=1 для рецес- 
сивных леталей. Если рецессивная мутация в рае состоянии 
вредна, но не летальна, то $ меньше ели (но же. нуля) и частота 
мутантного гена в тенофонде возрастает. Так, если бы $ было равно 
1[а, а не 1, то 4 увеличивалось бы вдвое. 


НЕСЛУЧАЙНЫЕ СКРЕЩИВАНИЯ 


Определяя типы и частоты генотипов в популяции при равновесии, мы 
допускали, что браки заключаются случайно а ме -. к рассматри- 
ваемым признакам, которые контролируются а . -акая случайно, 
свободно скрещивающаяся популяция называется панмиктической, она 
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ерпевает п в 

: учайными? Обратимся к болезни фенилкетонурии 
рис. = ), при которой люди, гомозиготные по рецессивному гену, стра- 
с ария кроме того, в их оганизме одна из амино- 

ь ‚ превращается в токсичную фенилпировиноградную 
кислоту. Частота нормального гена (А) в генофонде равна 0,99, а частота 
ненормального гена а — 0,01. Поэтому в равновесной популяции частоты 
индивидов АА: Аа:аа равны, соответственно, 9801 /40 000: 198 /10 000: 
1/10 000. Заметьте, что индивиды Аа встречаются в 198 раз чаще, чем аа, 
так что даже если ни один из аа не даст потомства, то в каждом поколении 
из генофонда исчезнет лишь 1% имеющихся в нем генов а. Отсюда видна 
неэффективность отбора против гомозигот для редких рецессивных генов, 
по крайней мере в отношении понижения частоты таких генов. Очевидно, 
что индивидуумы АА и Аа вступают в брак случайным образом, но это 
не относится к людям, страдающим слабоумием; в отношении этого послед- 
него признака не происходит панмиксиса, и люди с различными генотипа- 
ми имеют тенденцию быть ограниченными в своих браках — все доступ- 
ные партнеры образуют для этого индивида репродуктивный изолят. 
Существование разных репродуктивных изолятов для нормальных людей 
и для людей, больных фенилкетонурией, мало влияет на относительные 
частоты различных генотипов в ряду поколений, так как лишь небольшая 
часть всех имеющихся в популяции генов а приходится на долю людей 
аа. Ясно, что имеют значение только браки двух индивидов Аа, так как 
в результате таких браков и появляется ббльшая часть потомства а4. 

На примере фенилкетонурии видно, что когда ген полностью рецесси- 
вен и встречается редко, нарушение случайности браков мало влияет 
на частоту гена и на диплоидные генотипы (гетерозиготные или гомози- 
тотные), в которых он имеется в популяции. Однако очевидно, что если 
мутация встречается в популяции относительно часто, то неслучайные 
браки повышают частоты одних диплоидных генотипов и понижают частоты 
других. Более того, если между разными генотипами существуют различия 
в приспособляемости, то состав генофонда может измениться в другом 
направлении или к другой частоте, чем предсказываемые для свободно 
скрещивающейся популяции. 

Рассмотрим два пути возможного нарушения случайности скрещивания. 
Первый заключается в тенденции к спариванию фенотипически сходных 
индивидов (за исключением пола), названному ассортативным скрещива- 
нием. Этот тип размножения вообще соответствует норме у животных, 
включая человека. Генетическим результатом здесь оказывается получение 
большего количества гомозигот, чем должно было бы быть при свободном 
скрещивании. * 

Другое отклонение от случайного скрещивания включает родственное 
спаривание, инбридинг, т. е. тенденцию спаривающихся быть связанными 


по происхождению ближе, чем при случайном выборе партнера. Каково 


РИС. 15-1. 
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действие инбридинга, проведенного в одном поколении? Это можно опре. 
делить, проследив судьбу генов, которые в родительском поколении были 
гетерозиготными. Существуют различные степени инбридинга: форма 
наиболее близкого инбридинга — это самооплодотворение, при самоопло. 
дотворении гетерозигота по данной паре генов Аа дает потомство, полови- 
на которого гомозиготна. В общем, уменьшение гетерозиготности из-за 
самооплодотворения может быть выражено так: вероятность Того, что 
некий потомок получит данный ген в мужской гамете, равна {/,; поэтому 
вероятность того, что потомок гомозиготен по этому аллелю, равна 1!) 
Однако существует равная вероятность того, что потомок станет гомови- 
готным по другому аллелю, так что полная вероятность гомозиготности 
при таком типе инбридинга равна 50%. Если все особи популяции гетеро- 
зиготны и происходит самооплодотворение, то в каждом последующем 

поколении половина генов, пребывавших ранее в гетерозиготном со- 

стоянии, переходит в гомозиготное состояние. 

Допустим, с другой стороны, что в свободно скрещивающейся части 
популяции содержится Х% гомозиготных особей. Эти особи могли ПОЯВИТЬ- 
ся в результате скрещивания! двух гетерозигот, или двух гомозигот, или 
же гетерозиготы и гомозиготы. Если генофонд находится в равновесии, 
то случайные скрещивания, стремящиеся увеличить количество гомозигот, 
уравновешиваются другими, снижающими их число, так что из поколе. 
ния в поколение сохраняются те же Х% гомозигот. Посмотрим, что же 
произойдет в другой части этой же популяции, где в течение одной генера- 
ции происходит самооплодотворение. Так как в этой части популяции уже 
было Х% гомозигот, то и в потомстве будет тоже Х% гомозигот. Но если 
эта часть гетерозиготна на /%, то в потомстве после самооплодотворения 
будет только */, 7% тетерозигот и, следовательно, всего гомозигот будет 
Х% - 1, 2%. Иными словами, при самооплодотворении каждая генера- 
ция переводит половину всех гетерозиготных генов в гомозиготное состоя- 
ние, а в обычной свободно скрещивающейся популяции самооплодотворе- 
ние приводит к увеличению частоты гомозиготности при свободном скре- 
щивании на \/, частоты гетерозиготности. 

Насколько увеличивается гомозиготность при браках брат — сестра 
(сибсы)? Вероятность того, что некий определенный ген отца имеется у его 
сына, равна */, а вероятность того, что внук получит этот ген, также рав- 
на '/›; вероятность того, что произойдут оба эти события, равна 1/4. Веро- 
ятность того, что дочь получит и передаст этот же ген своему ребенку, 
также равна !/.. Следовательно, вероятность того, что ребенок от такого 
брака получит два одинаковых аллеля, равна произведению В" 4; 
вероятность гомозиготного состояния этого гена равна \/1в. Так как ребе- 
нок имеет равную вероятность стать гомозиготным о другому аллелю 
своего дедушки, а также по каждому из двух Е ыы бабушки, то 
вероятность его гомозиготности равна 4Х о, или 25%. Иными словами, 
браки брат — сестра приводят к тому, что */1 гетерозиготных генов стано- 
вятся гомозиготными. Эта вероятность гомозиготности в результате браков 
брат — сестра в. к вероятности гомозиготности, возникающей 

аков. 

о Заки между особями, у которых общим является один родитель, вазы- 
ваются браками полусибсов- В этом случае вероятно зв с которой данный 
аллель общего родителя переходит к сыну, равна [з, а вероятность, с ко- 
торой его потомство получает этот аллель, также равна */; поэтому веро- 
ятность того, что происходят оба этих события, равна “/4. 1/, равна также 

обытия происходят с дочерью, поэтому веро- 
и вероятность того, что эти с р ОО 
ятность того, что данный Зллель ан а отным при браке 
полусибсов, равна 1/Х*/1 = */1в- Так как т путем с вероятно- 
стью к 1в может становиться тгомозиготным и Е общего роди- 
теля, то полная добавочная вероятность отности при браках 
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между полусибсами равна 1/;; 


такого типа 1/. ел иными словами, в результате инбридинга 


генов становятся гол 
ое: ь омозиготными. 
уменьшения гетерозиготности из-за инбридинга называется 


и } 7 
ре о 2. оны образом мы можем опреде- 
ела ^ ее ных брата и сестры (кузенов) Е равно 
ов, огут быть получены величины Е для более сложных 
в. воин гомозиготность. Попробуем рассчи- 
р двоюродных брата и сестры на частоту фенилкетону- 
рии. Частота этого гена в гетерозиготном состоянии составляет 198 на 
40 000 человек (см. стр. 249). Браки кузенов уменьшают гетерозигот- 
ность на ‘/в, или на двенадцать индивидуумов, из которых половина 
должны быть нормальными (АА), а половина больными (аа). Так как при 
свободных скрещиваниях рождается один больной на 10 000, то браки 
кузенов повышают полное число больных гомозигот в популяции до семи 
(шесть в результате инбридинга и один от неродственного брака). Соот- 
ветственно вероятность рождения детей, больных фенилкетонурией, при 
браках кузенов в семь раз выше, чем при неродственных браках. 


Таблица 15—41 


УВЕЛИЧЕНИЕ РИСКА ГЕНЕТИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ 
ПРИ БРАКАХ КУЗЕНОВ 
(данные из Хиросимы и Нагасаки) 








Честота Увеличение 

при не- частоты при Процент 

родствен- браках между увеличения 

ных роди- зузенами 

телях 

Врожденные уродства 0,011 0,005 48 
Рождение мертвых детей 0,025 0,006 24 
Гибель в детстве... 0,023 0,008 4 





Другой пример того, как браки кузенов увеличивают риск появления 
аномалий, вытекает из исследования, которое показало, что среди населения 
Японии (табл. 15—4) врожденные уродства, мертворождения и смерти в дет- 
ском возрасте в случае браков кузенов наблюдаются на 24—48% чаще, 
чем при неродственных браках. Так как извество, что в некоторых случа- 
ях такие же дефекты обусловлены рецессивными генами в гомозигот- 
ном состоянии, то эти результаты подтверждают точку зрения, согласно 
которой получающаяся при инбридинге гомозиготность может оказаться 
вредной. Итак, инбридинг увеличивает гомозиготность, а ООВ ОТНОСВЬ 
может привести к появлению дефектов; однако не следует делать Выво, 
что инбридинг невыгоден при любых обстоятельствах. В результате ин ри. 
динга многие особи становятся гомозиготными по вредным генам, но столь 
ко же особей становятся гомозиготными и по соответствующим пом 
ным аллелям. Жизнеспособность самооплодотворяющихся видов м 9 
вает, что по крайней мере для некоторых типов организмов гомозиготн 


выгодна. 


ГЕТЕРОЗИС 


Однако у видов, обычно 
водит к снижению жизне 


перекрестно-оплодотворяющихся, инбридинг при- 

способности, которое непосредственно связано 

нкциональная основа адаптивного пре- 

ю. Какова же фу Е 

ы ри: Быт которое обычно называют гетерозисом, пли гиб: 

Ч ‹ < 

ож 53. аеозьий фенотипические эффекты трех альтернативных 

4 Ад’ и А’А’, пусть жизнеспособность А”А’ ниже, чем АА. 
тенотипов р , 
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РИС. 15-2. 


Вариабельность початков нормальной кукурузы, на которые указывает 
Джеймс Ф. Кроу (1959 г.) 


Независимо от того, доминирует ли А полностью или частично над А’, 
или же не доминирует, гетерозигота АА’ должна превосходить одну из го- 
мозигот. Возможно также, что гетерозигота обладает более высокой при- 
способляемостью, чем гомозигота любого типа. Чтобы проиллюстрировать 
такую возможность, представим себе, что А плейотропно, обладая отно- 
сительно высоким приспособительным эффектом в отношении признака Х 
и относительно низким адаптивным эффектом в отношении признака У, 
тогда как для А’ справедливо обратное: относительно низкая приспособ- 
ляемость для Х и относительно высокая для У. При отсутствии домини- 
рования гетерозигота превосходит любую из гомозигот. Поэтому может 
быть достигнут гетерозис, когда гетерозигота превосходит либо обе, либо 
только одну из гомозигот. 

Гетерозисный эффект первого типа можно продемонстрировать, скре- 
щивая две чистые линии, гомозиготные по азличным вре. ным ре ам 
(ААБЬССаа Хх аа 6ССРО). Все ое ые |. (АавьСсра й ще 
нормальными аллелями в трех локусах, сильнее, чем любой из родителей 
(у каждого из которых имеются нормальные аллели в двух локусах), 
так как доминантные аллели скрадывают вредные эффекты рецессивных. 
В этом случае гетерозиготное потомство Ео, несущее 4а66ССра приспо- 
собленно не более, чем гомозиготы ААБССОР. Г 

Гетерозисный эффект второго типа можно показать на 
века. Как уже отмечалось на стр. 78, гомозиготы по гену 
точной анемии (В°В5) обычно погибают от анемии еще в 
В^В^ имеют нормальную кровь, тогда как у людей В^В8 
либо нормальна, либо у них может быть слабо выраже 
которых странах частота ВЗ в генофонде соответствует 


примере чело- 
серповиднокле- 
детстве. Люди 
кровь может быть 
нная анемия. В не- 
частоте, ожидаемой 
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РИС. 15-3. 


Получение коммерческой гибридной кукурузы методом «двой- 
ного скрещивания» 


для рецессивно летального гена. Однако в других странах р® встречается 
гораздо чаще. Это различие приписывается тому, что гетерозигота В^В$ 
более устойчива к некоторым формам малярии, чем гомозигота ВАВ^. 
Конечно, в странах, где нет малярии, у В3; нет антималярийного преимуще- 
ства, так что приспособленность гетерозиготы (1—5) ниже приспособлен- 
ности нормальной гомозиготы (1), в то время как приспособленность инди- 
видов 858$ равна нулю. Поэтому, как и ожидается, серповидноклеточная 
анемия редка или вообще не встречается в большинстве стран, где нет 
соответствующих форм малярии. ‚ 

В странах же с высокой частотой малярии, хотя гетерозиготы и могут 
быть слегка анемичными, такое преимущество, как устойчивость к ма- 
лярии, обеспечивает им более высокую общую приспособленность, чем 
приспособленность генотипа ВАВ^. Здесь приспособленность гетерозиготы 
В^В3 максимальна и поэтому ей нужно приписать значение 1,0, тогда 
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как приспособленность нормального генотипа, ВАВ^, равна 1 —,. При- 
способленность мутантной гомозиготы В5В5 равна 4 — 5», где 5 =1, 
так как все В5В5 погибают (даже если они и крайне невосприимчивы к ма- 
лярии). В данном случае естественный отбор сохраняет в генофонде 
и В^, и В5, поддерживая частоту ВЗ на уровне ых («преимущество В®, 
проявляющееся как преимущество В^В3 над ВАВ^, деленное на суммарную 
вредность В^ и В»). Таким образом, когда гетерозигота, будучи более при- 
способленной, чем любая из гомозигот, проявляет гетерозис, то естествен- 
ный отбор сохраняет в генофонде такой ген, как В5, несмотря на его леталь- 
ность в гомозиготном состоянии. 

Мы рассматривали гетерозис через фенотипические эффекты членов 
аллельной пары. Однако не следует думать, что всегда единицей гетеро- 
зисного действия оказывается отдельная пара генов. Известно, что при 
формировании фенотипов различными путями взаимодействуют разные 
пары генов, и поэтому не следует удивляться, если обнаружится, что гете- 
розис возникает в результате действия комбинаций аллелей и неаллелей. 

В природных популяциях ОгозорйИа рзеи4ообзсига встречаются раз- 
личные парацентрические инверсии. Лабораторные популяции можно 
вывести из особей с нормальной структурой хромосом и из особей с какой- 
либо одной из этих инверсий. В некоторых случаях после нескольких 
генераций в популяции оказываются только нормальные хромосомы, тан 
как хромосома с инверсией ведет себя как вредный ген, который не обе- 
спечивает преимущества, находясь в гетерозиготном состоянии, и эли- 
минируется из генофонда. Однако, когда таким образом испытывали неко- 
торые другие инверсии, то достигалось равновесие — в генофонде сохра- 
нялись как нормальные хромосомы, так и хромосомы с инверсией. В этих 
случаях гетерозигота по инверсии адаптивно превосходит любую из гомо- 
зигот, давая гетерозис, так же как и ген серповидноклеточности в странах 
с широким распространением малярии. Однако в таких случаях трудно 
определить генетическую основу гетерозиса, так как гибридная сила 

может быть обусловлена или генами, приобретенными или Уутраченными 
при возникновении инверсии, или новым расположением инвертирован- 
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ных генов, или же типами генов или групи генов, находящихся в области 
инверсии. Вспомним, что у дрозофилы особи с парацентрическими инвер- 
сиями не находятся в невыгодном положении при воспроизведении и допу- 
стим, что у особей, гетерозиготных по парацентрической инверсии, суще- 
ствует или возникает некая гетерозисная система. Если гетерозис обус- 
ловлен действием нескольких специфических неаллельных генов, распо- 
ложенных в области инверсии, то такая адаптивно благоприятная генная 
конституция имеет тенденцию остаться в гетерозиготе интактной из-за 
невозможности для единичных кроссоверов внутри инвертированного 
участка войти в гаплоидное ядро яйцеклетки. 

Методы разведения, создающие гибридную силу, широко используются 
в отношении растений и животных, играющих важную роль в экономике. 
Например, использование гибридной кукурузы обогатило общество более 
чем на миллиард долларов. Вы можете спросить: чем плоха обычная 
кукуруза? — Она слишком непостоянна по качеству и жизнеспособности 
(рис. 15—2). Инбридинг уменьшает это непостоянство, но к несчастью 
инбридинг приводит также и к утрате жизнеспособности или других 
желательных качеств. Путь к решению этой проблемы состоит в получе- 
нии инбредных линий, которые однородны, будучи гомозиготными, 
и обладают разными желательными доминантными генами (а также гомози- 
готны по разным нежелательным рецессивным генам), и в скрещивании 
разных инбредных линий друг с другом. Их Е, будет множественно-гете- 
розиготным, однородным и обладать большей жизнеспособностью, чем 
любая из родительских инбредных линий. к 

Итак, получают гибриды двух отобранных инбредных линий — в дан- 
ном случае кукурузы. Хотя растения Ё, сильны и однородны, они получи- 
лись из зерен одной из менее мощных инбредных линий. Поэтому гибрид- 
ные семена не очень многочисленны; следовательно, их получение нерен- 
табельно. В практике эту трудность обходят (рис. 15—3), скрещивая четыре 
отобранных инбредных линии «две на две» и получая два различных 
гибрида от одиночного скрещивания. Затем два гибрида от одиночных 
скрещиваний скрещиваются друг © другом. Будучи образованными на 
мощном гибридном растении, полученном при одиночном скрещива- 
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нии, семена, полученные при таком двойном скрещивании, обильны и их 
можно продавать по недорогой цене. Гетерозис имеет огромное практиче- 
ское значение; для более глубокого понимания этого явления необходимы 
исследования на биохимическом, молекулярном уровне (И. В. Саркисян, 
М. А. Кессингер и В. Харрис, 1964). 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Таметы, функция которых состоит в том, чтобы давать следующее поколе- 
ние перекрестно-оплодотворяющейся популяции, заключают в себе некий 
генофонд. Генофонд и относительные частоты генотипов в ряду поколений 
остаются неизменными, если: 1) величина популяции (генофонда) столь 
велика, что генетический дрейф невозможен; 2) нет избирательного мути- 
рования в каком-нибудь направлении; 3) не происходит дифференцирован- 
ного отбора генотипов; 4) мигранты генотипически идентичны местным 
особям. Если же не выполняется хоть одно из этих условий, то происходит 
сдвиг в составе генофонда; иными словами, частоты генов, и, следовательно, 
частоты различных генотипов будут изменяться до тех пор, пока не будет 
достигнуто новое равновесие. 

Преднолагается, что не только образование видов, но и вся биологиче- 
ская эволюция основана на изменениях генофонда. 

Обсуждается роль мутирования и отбора в установлении генетического 
равновесия для тех редких мутаций, которые снижают репродуктивную 
приспособленность, будучи доминантными леталями, или доминантными 
вредными мутациями, рецессивными летаями, или рецессивными вредны- 
ми мутациями. 

Неслучайные скрещивания, возникающие вследствие ассортативного 
скрещивания или инбридинга, увеличивают частоту гомозигот. Скорость 
уменьшения гетерозиготности на поколение в результате инбридинга 
составляет ‘/» при самооплодотворении, */з при скрещиваниях сибсов, 
в при скрещиваниях полусибсов и 1/1 при скрещиваниях кузенов. 
Гомозиготность У обычно перекрестно-оплодотворяемых организмов при- 
водит к снижению жизнеспособности, тогда как гетерозиготность сопро- 
вождается гетерозисом. 

Гетерозис, который возникает как фенотипический результат взаимо- 
действия генов, имеет огромное экономическое значение, вследствие того, 
что гетерозиготы адаптивно лучше одного или даже обоих типов гомозигот. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


15.1. Одинаковы ли причины эволюции в популяциях с бесполым раз- 
множением и в популяциях, размножающихся половым путем? Объяс- 
ните. 

15.2. Допустим, что в популяции, подчиняющейся закон 
Вейнберга, только в одном поколении происходит м 
ся состав генофонда. Сколько еще пройдет гене 
новое генетическое равновесие? Объясните. 

15.3. Обсудите утверждение: «Закон Харди 
Угольный камень эволюционной генетики». 

15.4. Какова частота гена А (при условии применимости принципа 
Харди — Вейнберга), если его единственный аллель В’ гомозиготен 
в таком проценте от всей популяции: 49%? 4%? 25%? 36% 

15.5, В США около 70% населения ощущает горький вкус ф 
тиокарбамида (ФТК). Эти люди названы «ощущающими», а ла 
30%, которые не чувствуют горького вкуса ФТК, названы «неощущающи- 
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ими» дают в потомстве «неощущающих». 


Е › ЧТО различие между «ощущающими» 
и «неощущающими» определяется отдельной парой несцепленных с полом 
генов; между этими двумя типами ал й 

; 
а) Какой из двух алле 
6) Какая часть в 
) сех У «ощущающими» и «неощущающими» 
ы мутаций) детей, «неощущающих» горечи 


раков заключена 
Двумя «ощущающими»? 


15.6. Доля особей АА в большой пе 
ее равна 0,09. Какая часть популяции должна быть гетерозиготна 
по д, если принять, что все генотипы обладают одинаковыми репродуктив- 
ными потенциалами относительно этого локуса? 

15.7. Что должно произойти с попу. 


й ляцией, генофонд которой подчи- 
няется правилу Харди — Вейнберга в течение очень большого количества 
поколений? Почему? 


15.8. Может ли в некоей популяции закон Харди — Вейнберга выпол- 
няться для одной пары генов и не выполняться для другой? Объясните. 
15.9. Объясните, существенно ли влияет на сдвиг частоты аллеля 
в популяции частота мутирования по этому аллелю, если этот ген: 
а) доминантная леталь, приводящая к гибели на ранних стадиях развития; 
6) рецессивная леталь; 
в) фенотипически проявляется только после репродуктивного периода 
организма; 
г) встречается очень редко; 
д) присутствует в небольших перекрестно-оплодотворяющихся популяциях. 

15.10. Может ли адаптивная ценность этого же гена (15.9) быть разной у: 

а) гаплоидов и диплоидов? 
6) самцов и самок? 
в) двух диплоидных клеток одного и того же организма? В каждом 
случае дайте обоснованный ответ. = 

15.14. Что случится с частотой в генофонде доминантной мутации, 
коэффициент отбора которой изменился от единицы до */з при условии, 
что все остальные особенности не меняются? Если мутация полностью 
рецессивна? 

15.12 Если человек с вредными мутациями не вступает в брак, то соот- 
ветствующие гены исчезают из генофонда. При каких условиях неспо- 
собность к браку может существенно снижать частоту вредных мутаций 
Е ета ли считать инбридинг и ассортативное скрещивание 
взаимно исключающими друг друга отклонениями от свободного скрещи- 

бъясните. 
т = для скрещивания кузенов коэффициент 

б й ве 
о Гыивег скрещивающейся и подчиняющейся правилу 
Харди — Вейнберга популяции частоты А иа равны, соответственно, 
0,3 и 0,7. яют гомозиготы по этим 
а) Какой процент в такой популяции составл 

? * 
Гук должен быть ответ на вопрос (а) = одной Я Вочение 
которой гибриды скрещиваются только © ги ана за 
в) Как условия вопроса (6) должны влиять на состав пажа едность бра- 

15.16. Обсудите с генетической точки зрения пользу р и 
ков между кузенами у человека. 


между двумя «неощущающими»? 


рекрестно-скрещивающейся попу- 












































45.47. Среди населения Таиланда гетерозиготы по мутантному гену, 
й обина Е, более распространены, 
который приводит к образованию гемогл , я 
чем этого следует ожидать, исходя из правила Харди — рга. Как 
ожно объяснить? 

ыы 15.48. В двух инбредных линиях кукурузы и у их Е, гибридов иссле- 
дованы локомоторная активность для каждого растения в каждой группе 
в течение трех следующих друг за другом 5-минутных интервалов и потреб- 
ление кислорода. В обоих отношениях гибриды Е, более однородны, чем 
родительские линии. Предложите генетическую гипотезу, объясняющую 
эти результаты. ‚ 

15.19. Сравните репродуктивные изоляты людей, которые вступали 
в брак в 4900 г., с изолятами вступающих в брак в наше время. Какие фак- 
торы остались теми же и какие изменились? Желательно ли это изменение 
с биологической точки зрения? Дайте обоснование Вашего ответа. 
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Глава 16 


ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ОТЯГОЩЕННОСТЬ 
И ЕЕ ВЛИЯНИЕ НА ПОПУЛЯЦИЮ 


ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ОТЯГОЩЕННОСТЬ ДРОЗОФИЛЫ 


Плодовая муха ДгозорйЙа рзеидоофзсига широко распространена в Север- 
ной Мексике и на востоке США. Почти все отлавливаемые в природе мухи 
фенотипически одинаковы, если не учитывать половых различий, и пред- 
ставляют собой дикий, или нормальный, тип. Однако нельзя согласиться 
с тем, что эта однородность фенотипов доказывает генотипическую однород- 
ность, так как под диким типом популяции дрозофилы может скрываться 
значительное генетическое разнообразие в виде изоаллелей, рецессивных 
точечных мутаций, реципрокных транслокаций, парацентрических инвер- 
сий ит. д. Было бы желательно оценить генетическую отягощенность — 
всю сумму этого генетического разнообразия, имеющегося в природной 
популяции ). рзеидообзсига *. 

У р. рзеидообзсита имеется пять пар хромосом — обычные половые 
хромосомы Х и У, три пары больших палочковидных аутосом (1, Ш и ТУ) 
и пара аутосом, напоминающих пятнышко (У) (рис. 16—1). Имеется много 
лабораторных линий этого вида, у которых ауто- 
сомы маркированы с помощью различных точечных 
мутаций и структурных перестроек. Поэтому, про- 
ведя соответствующие серии скрещиваний между 
лабораторными линиями и мухами, отловленны- 


= „. ча» 
Г сш а 
ми в природе, можно получить сведения о нали- 
чии аутосомных мутантов среди мух дикого типа. : ‚© 
На практике у отдельных мух дикого типа ауто- Е 
сомы П, ПТ и [ПУ переводят в гомозиготное со- 
стояние, чтобы обнаружить у них нижеследую- 
Борона Нч к ре .  Хромосомный набор 

1. летали (мутации, вызывающие гибель всех |), рзеидообзсига 
особей до достижения половой зрелости) или по- 
лулетали (вызывающие гибель до наступления полового созревания бо- 
лее 90%, но менее 400% мух); 
2. субвитали (мутации, приводящие к выживанию до половозрелого состоя- 
ния существенно меньшего, чем в норме, процента мух, но большего 10%); 
3. стерильность самок (мутации, приводящие к стерильности самок); 
4. стерильность самцов (мутации, приводящие к стерильности самцов). 

Результаты такого исследования сведены в таблицу 16—1. Около 25% 
всех исследованных аутосом содержат рецессивно летальную или полуле- 
тальную мутацию. Рецессивные субвитальные мутации обнаружены 
примерно в 40% изученных хромосом ПТ и более чем в 90% исследован- 
ных хромосом П и ТУ. Мутации, приводящие к стерильности, имеютсяв 
4—14% изученных хромосом. Очевидно, в природной популяции имеется 
огромное количество вредных мутаций. з 

Как эти вредные мутации распределены в популяции мух? Рассмотрим 
сначала одну из изученных пар. аутосом. Каждая хромосома пары с веро- 


РИС. 16-1. 





1 Последующее изложение основывается на работах Ф. Добжанского и его сотруд- 
ников. 
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Таблица 16—1 


ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ГРУЗ В ПРИРОДНЫХ ПОПУЛЯЦИЯХ 
р, РВЕОРООВЗСИВА (ПО Ф. ДОБЖАНСКОМУ) 








Процент затронутых 





хромосом 
Тит мутаций 
И т ра 
Летальные и полулетальные.... 25 25 26 
Субвитальные........... 93 А 95 
Приводящие к стерильности самок 11 14 4 
Приводящие к стерильности самцов 8 11 12 





ятностью 25% содержит леталь или полулеталь и с вероятностью 75% 
свободна от таких мутаций. Вероятность того, что леталь или полуле- 
таль будет присутствовать в обеих хромосомах пары, равна (0,25)? — 
= 6,25%. Из представленных данных нельзя сказать, все ли летали 
и полулетали, обнаруженные в данной паре аутосом, аллельны (в этом 
случае до 6,25% зигот в природе должны быть гомозиготными по этим 
мутациям и не достигать половозрелого состояния), или все мутации 
затрагивают разные локусы (в этом случае 6,25% зигот должны быть гиб- 
ридными по сцепленным мутациям такого типа), или же, наконец, име- 
ется какое-то сочетание этих альтернатив. В любом случае вероятность 
того, что обе хромосомы данной пары не содержат леталей и полу- 
леталей равна (0,75) = 56%. 

Какая часть особей популяции не имеет леталей или полулеталей ни 
в одной из аутосом П, ПП и [У? Доля таких особей равна произведению 
(0,75) х (0,75)2х (0,75)2, т. е. около 47%. Однако, если учесть еще 
и хромосомы Х и У, в которых также могут быть такие мутации, то часто- 
та в природе особей, свободных от леталей и полулеталей, окажется еще 
меньше. Более того, когда рассматриваются еще и субвитальные мутации 
(которые составляют наиболее часто выявляемый класс мутаций) и мута- 
ции, приводящие к стерильности, то становится ясно, что если в природных 
популяциях и существуют мухи, свободные от вредных мутаций, то их 
очень мало. 


ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ОТЯГОЩЕННОСТЬ ЧЕЛОВЕКА 


Какова генетическая отягощенность человека? Огромное большинство 
мутаций вредны в гомозиготном состоянии (как уже отмечалось в главе 
15). Так как инбридинг повышает частоту гомозигот, то можно оценить 
генетическую отягощенность в гетерозиготном состоянии, сравнивая 
ущерб, получаемый инбредируемой частью населения, с ущербом у неин- 
бредной части человеческой популяции. Пользуясь переписями сельского 
населения Франции за последние 100 лет, где перечислены спонтанные 
аборты, случаи смерти детей и смерти в юношестве, можно сравнить ча- 
стоты гибели потомства неродственных родителей с частотой гибели потом- 
ства от браков между кузенами !. Частота гибели потомства неродственных 
родителей равнялась 0,12, тогда как эта частота в браках кузенов состав- 
ляла 0,25. Не будем выяснять, какая доля смертей в обычной свободно- 
скрещивающейся популяции людей имеет генетические, а какая — неге- 
нетические причины. Можно принять, что избыточная смертность 0,13 
(0,25 минус 0,42) имеет генетические причины и вызвана дополнительной 





* Дальнейшее изложение основано на аналиве, проведенном Н. Мортоном, Дж. Кроу 


и Г. Меллером. 
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т. 3 = - 
р инт в результате браков между кузенами. Это 
фактора, приводящего 5 ак как неизвестно какого-либо негенетического 
БИ уобалын ° ольшей или меньшей гибели потомства от браков 
Е г т, по сравнению с гибелью потомства от неродственных 


ораков. Нет енетическое смещение Э < Хх С, оы возникнуть, 
В этих данны 
у Н. могло в, 


Н н обычай, кото д. 
всех детеи от браков между кузенами обор А 
Следовательно, на 43% больше потомства погибает пот - 
тели были кузенами. Пол ‹ ыы с 
ное количество рецессивных леталей, находящих- 
ся в популяции в гетерозиготном состоянии. можно подсчитать, если вспом- 
нить (глава 15), что в потомстве браков между кузенами становится гомо- 
зиготными лв всех гетерозиготных генов. В нашей модели половина 
от *[1в, или */;» всех особей, должны стать гомозиготными по нормальным 
генам, а половина от */;., т. е. тоже 1/з», должны стать гомозиготными 
по соответствующим ненормальным аллелям. Поэтому, чтобы оценить 
полное количество гетерозигот по мутациям, которые летальны в гомо- 


зиготном состоянии, нужно умножить 0,43 на 32. Получается величина, 


равная примерно 4. Эти 400% представляют собой вероятность того, что 
обычный организм обладает 


вредными мутациями, которые находятся 
в гетерозиготном состоянии и которые, будучи в гомозиготном состоянии, 
были бы летальными. Другими словами, У каждого человека естьв сред- 
нем четыре летальных эквивалента в гетерозиготном состоянии, или в четы- 
ре раза больше вредных мутаций, чем требуется для того, чтобы человек 
умер, если бы эти гены стали каким-то образом гомозиготными. 
Предыдущий анализ не выявил числа генов, участвующих в образо- 
вании четырех летальных эквивалентов. Эти летальные эквиваленты могут 
составлять находящиеся в гетерозиготном состоянии четыре рецессивных 
летали, или восемь мутаций, дающих 50% выживаемости, или шестнад- 
цать мутаций с 25%-ной выживаемостью, или же любую комбинацию вред- 
ных мутаций, которые в сумме составляют четыре летальных эквивалента. 
Возможно, что эффект тех же мутаций в современном обществе должен 
составлять менее четырех летальных эквивалентов, так как за прошедшие 
100 лет улучшились жилищные условия, питание и медицинская помощь. 
По тем же причинам следует ожидать, что вредные эффекты этих мутаций 
в гетерозиготном состоянии сейчас несколько слабее, чем сто лет тому назад. 
В прошлом веке некоторая частная гипотетическая гомозиготная комбина- 
ция, обладающая переменной пенетрантностью и экспрессивностью, 
не давала обнаружимого эффекта в 25% случаев, вредного эффекта 
(но не смерти до половозрелого состояния) в 15% случаев и гибели до поло- 
вого созревания в 60%; в настоящее время соответствующие значения 
равны 50, 10, 40%. 100 лет тому назад эта комбинация должна была давать 
0,6 летального эквивалента; сейчас она дает 0,4. Отметим также, что вред- 
ность (но не летальность до половой зрелости) должна была также снизить- 
ся за этот период с 15 до 10% или, если это выразить в эквивалента вред- 
ности, вместо 0,45 теперь должно быть 0,10 По-видимому, гены, ответ- 
ственные за эквиваленты летальности и вредности, должны быть, хотя бы 
же. 
ен, ны человека имеется генетическая отягощенность. 
Некоторые из мутаций, переданных ему по наследству, возникли у его 
родителей (вероятно, 2 из каждых 5 зигот содержат, как а да 
на стр. 206, заново возникшую мутацию), другие возникли у его более 
далеких предков. Г. Меллер и Х. Слатис ОлоЧитАНИЗ В в среднем каж- 
дый из нас, вероятно, гетерозиготен не менее чем по 5 таким тя 
тенам, не считая мутаций, находящихся в Гомозивотном состоянии. Что 
же происходит с этим грузом мутаций в ряду поколений: 


233 









































`УРАВНОВЕШЕННАЯ И МУТАЦИОННАЯ ОТЯГОЩЕННОСТЬ 


Чтобы предсказать в общем виде судьбу «обычной» мутации в популяции, 
нужно определить ее «обычный» фенотипический эффект (В. \УаПасе, 
1963; 1. Е. Сго\у п В. С. Тешиуа, 1964; ТВ. ОоЬ2Вапзку, 1964). Так как обыч- 
но мутация в гомозиготном состоянии вредна (хотя бы в какой-то степени), 
то имеется тенденция к элиминированию из генофонда ее гомозиготного 
состояния. Однако, когда мутация находится в гетерозиготном состоянии, 
возможны два противоположных эффекта (см. главу 15): либо гетерозигота 
превосходит любую из гомозигот (как оказывается в малярийных районах 
для гена, вызывающего серповидноклеточную анемию), либо она несколько 
хуже немутантной гомозиготы (что получается для большинства гетеро- 
зигот по рецессивным точечным леталям). В первом случае эффект гетеро- 
зиса стремится увеличить частоту мутации в популяции, и оба варианта 
гена, мутантный и нормальный, сохраняются в равновесии в генофонде 
популяции. Поэтому в популяции, в генофонде которой сохраняется более 
одной генной (или хромосомной) альтернативы, обнаруживается сбаланси- 
рованный полиморфизм фенотипов. Соответствующая группа мутаций 
сбалансирована и представляет собой уравновешенную отягощенность. 
Если же гетерозигота хуже одной из гомозигот, то гетерозиготное состоя- 
ние увеличивает скорость элиминирования соответствующей мутации 
из генофонда, и популяция проявляет неравновесный полиморфизм 
и стремится стать генотипически и фенотипически мономорфной. Эта груп- 
па мутаций, создающая мутационную отягощенность, сохраняется в попу- 
ляции в основном за счет периодически возникающих вновь мутаций. 
Полученные на дрозофиле экспериментальные данные (Г. Меллера и сотр., 
К. Стерна и сотр., Дж. Кроу и сотр., И. Гершковича и Р. Баумиллера 
и сотр.) и статистический анализ данных для человека (на основании 
анализа, проведенного Н. Мортоном), подтверждают точку зрения, соглас- 
но которой подавляющее большинство точечных мутаций вредны в гетеро- 
зиготном состоянии. Поэтому мы будем считать, что ббльшую часть гене- 
тической отягощенности составляет мутационная отягощенность. 


ГЕНЕТИЧЕСКАЯ СМЕРТЬ 


Каким образом мутантный ген элиминируется из популяции? Он элими- 
нируется не только вследствие гибели особи, хотя иногда это происходит 
именно так. Более общим способом устранения мутантного гена из гено- 
фонда оказывается генетическая смерть — неспособность организма, не- 
сущего мутацию, дать обладающих этой мутацией потомков. Так, если 
У особи не может быть детей, то все гены этой особи, как мутантные, так 
и нормальные, обречены на генетическую смерть. Так как мутации ста- 
бильны, то они обычно удаляются из генофонда в результате генетической 
‘смерти и лишь в редких случаях в результате мутирования. 

Человек с доминантной леталью, например, с ретинобластомой, гене- 
тически умирает (так же, как и умирает физически). В этом случае мутант- 
ный ген исчезает из популяции в том же поколении, в котором он появился. 
Поэтому его период существования составляет лишь одну генерацию. 
Доминантная вредная мутация с коэффициентом отбора 0,2 (и, следова- 
тельно, с адаптивной ценностью 0,8 по сравнению с нормальным геном) 
будет существовать вплоть до того момента, когда она генетически погибнет, 
в среднем в течение пяти поколений. Так как величина ‘популяции для 
следующих друг за другом поколений примерно одинакова, то в каждой 
генерации организм, несущий мутацию, с вероятностью 20% не передает 
мутацию потомству. После того как эта мутация возникла, ее иногда не 
удается передать даже следующему поколению; она, может генетически 
погибнуть на пятом или на десятом поколении, но в среднем мутация суще- 
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я а ыы Длительность ее существования сохраняет свое 
= в том случае, когда генетический дрейф, миграция или 
ыы Иня орт 

го гена, подобного” популяции некоего редкого рецессивно-леталь- 
ее часто > а ювенильной амавротической идиотии. Всегда, 
она Кам ота по этому гену, она генетически погибает, 

и сразу два мутантных гена. Теперь проследим 
судьбу ВеероЗи то, которые встречаются в 600 раз чаще (см. главу 15) 
иЗооржат 300 тех же мутантных генов, которые образуют гомозиготы. 
Обычно примерно 2% гетерозигот по рецессивной летали генетически 
ин бы. стр. 209); следовательно, генетически умирать должны при- 
мерно 0,02Х 600 = 12 гетерозиготных индивидов, что приводит к элими- 
нированию 24 генов, 12 из которых относятся к рецессивно летальным 
аллелям. Соответственно, в гетерозиготах генетической смерти подвергает- 
сяв 6 раз больше таких мутантных рецессивно летальных генов, чем в го- 
мозиготах по этой мутации, хотя снижение репродуктивного потенциала 
у гетерозигот составляет лишь */;о от его снижения в случае гомозигот. 

Очевидно, чем реже мутация, тем меньше должна быть среди случаев 
генетической смерти доля гомозигот и тем больше — доля гетерозигот. 
В случае редких мутаций естественный отбор элиминирует мутантные 
тены главным образом посредством генетической смерти гетерозигот. 
Поэтому с точки зрения популяции и генофонда небольшой вред, прино- 
симый геном в гетерозиготном состоянии, оказывается существеннее более 
вредного эффекта этого гена в гомозиготном состоянии. Однако в смысле 
влияния на репродуктивный потенциал каждая редкая мутация одинаково 
вредна для популяции постоянной величины, где любая из них в конеч- 
ном счете приводит к генетической смерти. Так, действующая в качестве 
доминантной летали гипоплоидия существует до генетической смерти 
всего одно поколение; редкая же точечная мутация, снижающая плодови- 
тость всего на 0,004, будет существовать до генетической смерти в среднем 
тысячу поколений. 

Обратимся теперь к большим хромосомным аномалиям, которые вызы- 
вают гибель организма ш ‘его, т.е. еще во внутриутробном периоде раз- 
вития. Такая гибель может произойти как бессимптомный аборт, и поэ- 
тому и пораженные индивиды, и их родители страдают не долго. С другой 
стороны, особи, уже прошедшие репродуктивную стадию — и поэтому 
тенетически либо не умершие, либо уже погибшие вследствие точечных 
мутаций в гетерозиготном состоянии, продолжают подвергаться небольшим 
вредным проявлениям гетерозиготности, как бывшим ранее, так и появ- 
ляющимся заново. Эти проявления добавляются к их болям и мучениям 
и к их восприимчивости к болезням. Следовательно, мутация, слабо 
влияющая на репродуктивный потенциал, может привести к ббльшим 
страданиям, чем сильно влияющая на него мутация, вследствие удлинения 
периода существования и прямо связанного с ним увеличения тяжести 
нарушений в после-репродуктивном периоде жизни. В общем, если смот- 
реть не с точки зрения биологической приспособленности, а с точки зре- 

ловеческой популяции, то «наименее вредные» в гете- 
розиготном состоянии точечные мутации окажутся наиболее вредными. 

На первый взгляд может показаться, что медицина способна уменьшить 
человеческие страдания, вызванные генами. Такая возможность существу- 
ет, в частности, для человека, страдающего ‚диабетом и ео 
инсулин. Нет сомнений, что он чувствует себя лучше, чем если бы ему 
не оказывалась медицинская помощь- Но следует помнить, что медицина 
не может вылечить генетический дефект. Более того, увеличивая репродук- 
тивный потенциал больного диабетом, медицина удлиняет период суще- 
стВоВаВИН” соответствующих. мутаций, и зенеаическая, омертьлекотовзы 


ния страданий в че 
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должна, в конце концов, наступить, лишь откладывается до появления 
позднейшего поколения — каждое поколение требует такого же лечения. 
Человеческие страдания будут уменьшаться лишь в том случае, если 
медицина сможет исправить нарушение, вызванное генами. Чтобы испра- 
вить все многочисленные эффекты мутации, медицина должна заменить 
первичный продукт дефектного гена нормальным продуктом. Поскольку 
большинство известных сейчас лекарств, если не все, влияют не на самую 
раннюю стадию действия гена, а на стадии более поздние (глава 6), то они 
и устраняют лишь некоторые вредные эффекты, приводя к увеличению 
человеческих страданий из-за удлинения периода существования мутации. 
К несчастью, это положение будет сохраняться до тех пор, пока медицина 
не продвинется намного дальше. 

На основании выше сказанного можно принять, что в генофонде суще- 
ствуют эуплоидные или почти эуплоидные мутации и они-то и ответствен- 
ны главным образом за изменения в составе генофонда в ходе эволюции. 


МУТАЦИИ И ЭВОЛЮЦИЯ 


В главе 15 мы лишь предположили, что мутации могут служить исходным 
материалом для биологической эволюции. Наша нерешительность в опре- 
делении эволюции как естественного результата изменений генофонда 
была следствием того, что огромное большинство мутаций, включая точеч- 
ные, вредны в гомозиготном или гемизиготном состоянии. В этой главе 
и в главе 15 мы показали, что большинство мутаций вредны также и в ге- 
терозиготном состоянии. Как же при этом мутации могут привести к более 
приспособленным генотипам, появление которых представляется необ- 
ходимым условием эволюции? Для данного генотипа при данных условиях 
внешней среды большинство точечных мутаций действительно вредны; 
возможно, лишь одна точечная мутация из тысячи незначительно увели- 
чивает репродуктивный потенциал мутанта. Несмотря на это, редкие выгод- 
ные мутации дают популяции возможность стать более приспособленной 
при условии, что скорость мутирования не слишком велика и происходит 
достаточное количество генетических рекомбинаций. Более того, мутации, 
понижающие биологическую приспособленность при одних условиях 
внешней среды, могут стать выгоднее нормальных генов при других усло- 
виях (ТВ. Рор2вапзКку, 1964). Например, мутация, вызывающая появление 
у дрозофилы зачаточных крыльев, в среде, где выгодно уменье летать, 
естественно, хуже своей нормальной генетической альтернативы. Но эта 
же мутация должна быть выгодной для дрозофил, живущих на маленьком 
обтрове, где летать не только не нужно, но просто вредно: летающие насе- 
комые будут отнесены ветром в море и погибнут. Рассмотрим другой при- 
мер. Несколько десятилетий тому назад во внешней среде не было ДДТ 
и мутанты, невосприимчивые к ДДТ, были несомненно менее приспособ- 
ленными, чем обладавшие нормальным геном. Но когда в среду, окружаю- 
щую насекомых, был внесен ДДТ, то такие мутации — даже если они 
и вредны в других отношениях — давали при воспроизведении потомства 
такое огромное преимущество по сравнению с альтернативными состоя- 
ниями гена, что они закрепились в популяции в качестве нового гена 
дикого типа. Можно было бы привести и другие примеры, в том числе 
мутации устойчивости к антибиотикам У микроорганизмов ко 
де без антибиотика приспособлены хуже, чем нормальные Г 
Поэтому ясно, что мутирование позволяет популяции л 
собиться к условиям существования. Мутирование дает также сырой мате- 
риал, необходимый для расширения ареала популяции и Е в 
него тех условий, которые где-то существуют или когда. 
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мутированием и отбором вместе 
Мы можем также лучше понять 
кие рекомбинации, ускоряющие 


СОМАТИЧЕСКИЕ МУТАЦИИ 


еее изложенное выше, нетрудно предсказать послед- 

= ого увеличения частоты мутирования у человека в резуль- 
тав рАуеения проникающей радиацией или в результате воздействия 
некоторых активных химических веществ. Как индуцированные искус- 
ственно, так и спонтанные мутации могут происходить и в соматических, 
ив половых клетках. Однако соматические мутации, конечно, огра- 
ничены лишь тем индивидуумом, у которого они возникли. Чем раньше 
в жизни человека произошла мутация, тем больше участок соматической 
ткани, который происходит из мутантной клетки. 

Когда зрелый организм подвергается действию агента, вызывающего 
мутации в определенном проценте клеток, то клетки с индуцированными 
мутациями будут обычно окружены немутантными клетками той же ткани; 
их общее действие приводит к почти нормальному  фенотипическому 
эффекту. Когда же воздействию подвергается зародыш, то мутации возни- 
кают в пропорционально меньшем количестве его клеток. Однако мутант- 
ные клетки зародыша приведут позднее к целиком дефектным тканям или 
органам. В таких случаях нет компенсаторного действия нормальной тка- 
ни. Более того, многие мутации влияют на скорость клеточного деления; 
поэтому чем раньше в развитии организма они возникают, тем больше 
отклоняется от нормы размер получающейся структуры. Отсюда понятно, 
что, если мутабильность клеток на всех стадиях развития одинакова, то 
чем раньше в развитии организма произошла соматическая мутация, тем 
к большему нарушению она приводит. 

Почти все соматические повреждения происходят, когда заново возник- 
я в гетерозиготном состоянии, так как при этом 
она затрагивает локус, остающийся немутантным в другом геноме клетки. 
Хотя соматические мутации не передаются следующему поколению, они 
могут понижать репродуктивные потенциалы организмов, в которых они 
возникли, воздействуя таким образом не генофонд следующего поколения. 

Нарушение, к которому приводит возникшая в соматической клетке 
мутация, зависит от того, делится ли клетка после появления мутации. 
Некоторые высокодифференцированные клетки человеческого организма 
(нервные клетки или клетки, выстилающие внутреннюю поверхность тон- 
ких кишок) не делятся. В этих случаях обычно трудно обнаружить мута- 
цию, так как у клеток нет потомства, среди которого можно было бы выде- 
А, мутантов. Неделящиеся клетки могут отличаться по мутабильности 
от тех которые сохраняют способность делиться. Так или иначе, в неде- 
и клетках могут происходить различные мутации, в том числе 
и точеные. которые инантивируют меди нете 
оо м п структурные перестройки любой величины. Тем не менее 
неделящиеся клетки остаются зуплоидными или почти эуплоидными 


шая мутация оказываетс. 
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и нарушение фенотипа должно вызываться почти исключительно точечными 
мутациями в гетерозиготном состоянии и изменениями положения генов. 
Неделящиеся клетки, вероятно, очень редко погибают сразу же после 
возникновения мутаций, хотя они могут сильно нарушить функциониро- 
вание клеток и создать впечатление их преждевременного старения, 

Несмотря на то, что в делящихся соматических клетках возникают 
такие же типы мутаций, что и в неделящихся, деление ядра может при- 
вести к резко выраженной анэуплоидии (главы 11 и 12). Соответственно, 
большинство нарушений фенотипа делящихся клеток в результате инду- 
цированных мутаций происходит из-за анэуплоидности, главным образом 
вследствие единичных невосстановившихся разрывов. Следует отметить, 
что все известные агенты, вызывающие точечные мутации, приводят также 
и к разрывам хромосом. 


ГЕРМИНАЛЬНЫЕ МУТАЦИИ 


Приведенное выше обсуждение эффекта соматических мутаций соответству- 
ет названию этой главы, так как соматические клетки составляют популя- 
цию, образованную при бесполом размножении (деление клеток). Рассмот- 
рим теперь в общем виде последствия увеличения частоты мутаций в по- 
ловых клетках человека. Чем раньше в линии половых клеток возникает 
мутация, тем больше будет доля половых клеток, несущих эту новую мута- 
цию. Верхний предел доли гамет, несущих какую-то определенную инду- 
цированную мутацию, конечно, равен 50%. Рассмотрим влияние облуче- 
ния гонад каждого поколения определенной дозой проникающей радиации 
(рис. 16—2). Предполагается, что груз спонтанных мутаций находится в рав- 
новесии — скорость возникновения мутаций равна скорости исчезновения 
их в результате генетической смерти. Начиная с первого поколения, кото- 
рое получило дополнительную дозу радиации, мутационная отягощенность 
возрастает с каждым поколением до тех пор, пока не будет достигнуто 
новое равновесие. В этот момент возросшее число генетических смертей 
на поколение равно возросшему числу новых мутаций, возникающих 
в каждом поколении. Если прекратить дополнительное облучение на не- 
котором более позднем поколении, то мутационная отягощенность будет 
постепенно (из-за вариаций в периодах существования) уменьшаться 
в результате генетической гибели, пока не будет достигнут опять исходный 
уровень равновесия для груза спонтанных мутаций. 

Очевидна важность детального изучения генетических эффектов про- 
никающего излучения. Чтобы произвести наилучшую оценку, нам нужно 
гораздо больше знать о распределении энергии различных излучений 
в ткани и о точной дозе облучения гонад разными типами излучений; 
о вредности индуцированных мутаций в гетерозиготном и гомозиготном 
состояниях и о периоде существования мутации; наконец, о различных 
типах и частотах мутации, вызываемых каждым видом излучения на раз- 
ных стадиях мужского и женского гаметогенеза. 

Для решения последнего вопроса нужно, в частности, определить 
относительную мутагенность концентрированной и растянутой доз для 
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разных тинов мутаций. Нужно так же как можно точнее изучить мута- 
бильность сперматогоний и овоцитов, так как это именно те стадии во 
торых на протяжении наибольшего времени сохраняются половые клетки 
человека, дающие следующее поколение. Существует мнение, согласно 


которому наибольшее число мутаций в 
половых клетк Е 
цитах. Так как спермато ах возникает в ово 


р. тонии постоянно делятся, то среди них может 
произойти отбор против мутаций, дающих вредный ве так что 
частота мутации уменьшается ко времени образования гамет. Женщина, 
напротив, рождается со всеми, или почти со всеми, ее будущими гаметами: 
уже на стадии овоцита, так что в этой линии половых клеток нет парал- 
лельного митотического отбора. Овоциты не только не проходят митоз, 
они остаются относительно неактивными на протяжении десятилетий, пока 
не станут яйцеклетками. Так как в течение этого периода овоциты стареют, 
то они становятся непропорционально чувствительными к спонтанному 
мутированию — по крайней мере к воздействию факторов, которые при- 
водят к анэусомии. 

Сейчас мы недостаточно знаем об этих факторах. Однако информация, 
которая имеется в нашем распоряжении, все-таки позволяет дать пусть 
приблизительный ответ (см. ссылки в конце этой главы). Отметим, что. 
все значения, которые использованы в следующих далее рассуждениях, 
могут отличаться от истинных по крайней мере вдвое. 

Существует традиция рассматривать влияние излучения на половые: 
клетки через увеличение частоты спонтанных мутаций за счет облучения. 
Общее впечатление таково, что человек, как вид, довольно хорошо при- 
способлен к присущей ему скорости спонтанного мутирования и что удвое- 
ние этой скорости не угрожает его жизнеспособности. В связи с этим 
встает вопрос о том, какое количество искусственной радиации даст столь- 
ко же мутаций, сколько их возникает в норме? В одном из официальных 
документов США подсчитано, что для удвоения скорости спонтанного му- 
тирования человека — частоты, приходящейся на одно поколение, — 
достаточно примерно 30 рад (около 30 р). Это количество было названо 
удваивающей дозой. Вычислено, что в одномиллионной группе населения 
облучение гонад (половых органов) каждого человека в дозе 1 рад дает 
от 100 до 4000 мутаций, которые могут передаваться следующим поколе- 
ниям. Таким образом, облучение гонад одного поколения в дозе 1 рад 
приведет к рождению от 100 до 4000 людей с новыми мутациями в гетеро- 

зиготном состоянии. Затронутые мутациями потомки будут появляться 
в течение многих поколений, так как в первом поколении генетически 
погибнет лишь небольшая часть этих мутаций. Генетические смерти вслед- 
ствие новых мутаций не будут заметны на фоне генетических смертей, 
происходящих в результате спонтанных мутаций. Если облучение гонад 
дозой в 4 рад будет повторяться в отношении каждого поколения, то _- 
тепенно установится равновесие, при котором в каждом поколении у 100— 
4000 человек из миллиона будет обнаруживаться в виде генетической 
смерти действие мутаций, индуцированных облучением. Поскольку в 
типические эффекты мутаций, индуцированных облучением, не ео 
ся от эффектов мутаций, возникающих оные то мы не сможем выд 
лить людей, которым вред принесло именно облучение. ” 
Какая часть нашей обычной мутационной отягощенности обусловлена, 
ющего излучения? Так как человек за репро- 
естественным фоном проникаюпу у $3 
д я за 30 лет, получает примерно 5 рад, то возмож- 
дуктивный период, т, ©. 5 1/5, наших обычных мута- 
но, что облучением обусловлены лишь [зо, или 1 /в, ь 
ций. гаемся мы при медицин- 
Какому дополнительно = уния в наи целях 
ском обслуживании? Если испол У 
б а современном уровне, то половые клетки 
продолжало бы оставаться н. р Обе ПОПЯЗВ ОЖ 
каждого жителя США получили бы суммарну у ряд р 
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1 поколение. Конечно, некоторые люди не получают этой дозы, а облучение 
других заметно выше. Но эта средняя доза облучения половых клеток 
только в медицинских целях составляет 60% от дозы, получаемой спонтан- 
но, и повышает скорость мутирования примерно на 10% по сравнению 
со спонтанной. В будущем, с увеличением использования излучений для 
диагностики и лечения, средняя доза при медицинском облучении может 
сильно возрасти. В настоящее время радиоактивные материалы уже исполь- 
зуются в одном миллионе медицинских процедур в год. Многие медицин- 
ские учреждения исследуют роль подобного облучения и вводят различ- 
ные способы снижения дозы облучения без уменьшения получаемой от него 
пользы. 

Трудно определить в половых клетках число мутаций, обусловленных 
облучением, связанным с радиоактивными осадками в результате атомных 
взрывов, так как достигающее гонады излучение может быть вызвано 
осадками, выпавшими на землю, а также попавшими в организм при дыха- 
нии или вместе с пищей. Особенности распределения в теле различных 
радиоактивных веществ приводят к значительным различиям в количе- 
стве излучения, достигающего половых клеток. Для половых клеток наи- 
более существенными радиоактивными веществами в осадках оказываются 
цезий-137, стронций-90 и углерод-14. Цезий распределяется по тканям, 
включая гонады, более или менее равномерно, тогда как стронций накап- 
ливается преимущественно в костях. Поэтому можно ожидать, что погло- 
щенный из осадков цезий-137 приводит к более значительному поврежде- 
нию гонад, чем стронций-90. 

Различается также и время, в течение которого радиоактивные вещест- 
ва вызывают новые мутации. Индукция мутаций такими относительно 
короткоживущими радиоактивными веществами, как стронций-90 или 
цезий-137, ограничены почти исключительно несколькими поколениями. 
Углерод-14 (С), наоборот, относится к долгоживущим изотопам; период 
его полураспада составляет 6000 лет. Так что, если в среду не поступают 
новые порции С№, то и через 200 поколений он будет индуцировать лишь 
примерно вдвое меньше мутаций, чем в первом поколении. Подсчитано, 
что вследствие высокой концентрации и большой длительности полураспа- 
да вероятность облучать гонады для СМ в 4—47 раз выше, чем для радио- 
активных цезия и стронция, вместе взятых. Поэтому С способен вызывать 
пропорционально больше точечных мутаций. 

В отчете Национального исследовательского совета Национальной 
академии наук США за 1956 г. (см. ссылки) ожидаемая гонадная доза 
от радиоактивных осадков, если с прежней скоростью продолжались бы 
испытания оружия того же типа, была определена на ближайшие 30 лет 
примернов 0,1 рад. На основании этого отчета мы можем ожидать примерно 
от 10 до 400 мутаций на миллион человек. Какие изменения нужно внести 
в эту картину, чтобы привести её в соответствие с сегодняшним днем? 

Чтобы точно оценить мутационную вредность радиоактивных осадков для 
половых клеток, нужно принять во внимание, среди прочих, следующие 

акты: 

- 1. В упомянутом отчете не учитывалась большая величина п 
полураспада углерода-14. и 

2. Изменение частоты испытаний (согласно данным Комиссии по атомной 
энергии США только в 1958 г. количество дающего осадки радиоактивного 
материала в стратосфере удвоилось в результате многочисленных взрывов 
при испытаниях ядерного оружия). 

3. Неравномерное распределение осадков на земном шаре. 

4. Уменьшение доли распада, происходящего в стратосфере, так как ока- 
залось, что осадки выпадают гораздо быстрее, чем считали раньше. 

5. Изменение тина испытываемых бомб и изменение мест проведения испы- 
таний. 
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6. Уменьшение опас 6 
запрещении и оолучения в результате заключения договора о 
Ежемесячно появляют р 

которому подвергаются веть ‘я п ыыо ИВ оценки виска, 

По-видимому, возможный клетки из-за радиоактивных осадков. 

Ио тран был недооценен. В 1953 г. Международная 

оне С кой защите рекомендовала, а различные прави- 
ра тва СПТА приняли 80 единиц в качестве максимально 

допустимой концентрации стронция-90 в пищевых продуктах. В 1958 г 

та же Комиссия рекомендовала снизить этот максимум до 33 единиц и это 

А, значение было впоследствии принято к руководству правительством 


В | оан облучение искусственно вызванной радиацией несомненно 
№ на им в соматических и половых клетках чело- 
Во-первых, ожидаемые Пар ыы = > оне 

, точечные мутации качественно не отличаются 
от возникающих спонтанно. Во-вторых, количественный эффект, хотя 
в общем и большой, в каждом отдельном поколении настолько мал, что 
маскируется обычным разнообразием генотипов человека и многообрази- 
ем среды. Однако с усовершенствованием статистических методов воз- 
можность доказать, что радиация действительно вызывает такие генети- 
ческие эффекты, сильно возросла. С другой стороны, доказано, что излу- 
чение может вызывать структурные перестройки в хромосомах человека. 
Совершенство современных цитологических методов исследования хро- 
мосом человека и сравнительно высокая частота анэуплоидии в овоцитах 
позволяют надеяться, что в будущем появятся дополнительные данные 
о числе и типах больших хромосомных мутаций, индуцированных у че- 
ловека при разных типах и дозах излучений. 

Обсуждая генетические эффекты малых доз излучения, мы узнали 
об опасности, которая, казалось, не должна быть пагубной для генофонда 
человечества. Однако очень высокие дозы облучения при ядерной войне 
были бы гибельны, так как если все тело человека получает за короткое 
время 500 р, то вероятность гибели облученного в течение ближайших 
месяцев равна 50%. Если человек переживает этот период, то его жизнь 
ограничена несколькими годами, возможно вследствие соматических 
мутаций. Детям, зачатым после облучения, будут угрожать многочислен- 
ные вредные мутации. Возможно даже, хотя и не представляется вероят- 
ным, что в случае ядерной войны облучение будет таково, что его хватит 
для уничтожения человеческого рода. 

Наконец, нужно себе представлять, что мы постоянно подвергаемся 
действию искусственных мутагенных химических соединении. Скорее 
всего от химических веществ в половых клетках возникает меньше мута- 
ций, чем от облучения. Однако количество соматических мутаций, воз- 
никших под действием химических веществ, может оказаться больше 
числа соматических мутаций вследствие облучения, которому мы подвер- 
гаемся в настоящее время. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Перекрестно-оплодотворяющиеся виды несут огромное количество мутаций 
в гетерозиготном состоянии. Подавляющее большинство их вредно в го- 
мозитотном и» вооменьшей с стенениви этотерозизонню ты 
хотя некоторые гетерозиготы и превосходят оба типа гомозигот. При про- 
чих равных условиях почти все мутации одинаково вредны в ржа, 
что все они вызывают в конце концов. генетическую смерть. Мутации, 
вызывающие наименьшее снижение репродуктивного потенциала, при- 
водят к наибольшим страданиям. Редко встречающиеся мутации приносят 
больше вреда и приводят к большему количеству генетических смертей 
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в гетерозиготном, чем в гомозиготном состоянии. Период существо- 
вания мутации в популяции обратно пропорционален ее коэффициенту 
отбора. у 

Мутирование — это та цена, которую популяция платит сейчас за 
возможность иметь в будущем в той же или изменившейся среде более 
высокие репродуктивные потенциалы. Так, несмотря на малую частоту 
мутаций, увеличивающих репродуктивные потенциалы в существующих 
условиях, мутации создают сырье для эволюции. 

Естественные и искусственные проникающие излучения несомненно 
вызывают мутации в наших соматических и половых клетках, увеличивая 
бремя вредных мутаций. Это облучение, хотя и вредное, вероятно 
не угрожает сейчас существованию человека как вида, хотя и может угро- 
жать ему в будущем, если облучение станет достаточно сильным. Необхо- 
димы дальнейшие исследования для точного определения действия прони- 
кающих излучений и химических соединений на скорость мутирования 
У человека и на его благополучие. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


16.1. Думаете ли Вы, что возникающие У человека мутации чем-то 
полезны? Почему? 

16.2. Сравните судьбу груза мутаций в гаплоидных, диплоидных и ау- 
тотетраплоидных популяциях, размножающихся неполовым путем. 

16.3. Обсудите влияние на генофонд мутаций, ограниченных лишь 
соматическими клетками. 

16.4. Может ли ген, содержащий фенотипический эквивалент вредно- 
сти, одновременно содержать и летальный эквивалент? Объясните. 

16.5. Приведите примеры сбалансированного и несбалансированного 
полиморфизма в генетике человека. 

16.6. Какая связь имеется между фенотипической вредностью, гене- 
тической смертью и периодом существования мутации? 

16.7. Обсудите относительную важность для особи и для популяции 
точечных мутаций и больших структурных перестроек хромосом. 

46.8. В чем различие, с точки зрения мутирования, между максимально 
допустимой дозой и удваивающей дозой ионизирующего излучения? 
Безопасна ли, с мутационной точки зрения, какая-либо доза какого-либо 
ионизирующего излучения? Объясните. 

416.9. Сравните генетический состав груза мутаций, вызванных радиоак- 
тивными осадками, использованием излучений в медицинских целях и 
авариями атомных реакторов. 

16.10. Действительно ли важно для генетиков ознакомиться с генети- 
ческими эффектами излучения? Почему? 

16.14. Каковы пути полезного применения радиации в медицине? Осно- 
ваны ли некоторые из них на воздействии излучения на гены? Если Вы 
ответили утвердительно, то приведите примеры. 

16.12. В состав радиоактивных осадков входит радиоактивный иод, 
111, период полураспада которого около недели. Обсудите ожидаемые гене- 
тические эффекты в соматических и половых клетках людей, подвергшихся 
действию таких осадков. 

16.13. Восприимчивость к проказе обусловлена, возможно, отдельным 
неполнопроявляющимся доминантным геном. (С. Г. Спикетт отметил, что 

бывают вспышки проказы в некоторых. популяциях, которые в течение 
многих поколений были свободны от этой болезни. Перечислите некоторые 
факторы, которые могут приводить к этому. 

16.14. Был ли генотип человека, хорошо приспособленного в наше 
время, столь же приспособленным 2000 или 20 000 лет назад? Объясните. 
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16.15. «Оп й 
| у асность мутаций заключается главным образом в скорости 
их возникновения». Обсудите это утверждение 
16.16. Как можно объ 7 


яснить тот факт 5 ф 
р Е ыы › что в роде дрозофил, по-види- 
р ееы генетический груз несут аи и ее 
}: подвижные виды, тог, < 
а хи 
ан ВИДОВ Аа , да как у редких и специализирован- 


же в пограничных к б 
- х колониях обыкнов 
груз оказывается самым легким? Ба с 
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Глава 17 


ХРОМОСОМНЫЕ ПЕРЕСТРОЙКИ 
ВСТРЕЧАЮЩИЕСЯ В ПРИРОДЕ 


} 





ЭНОТЕРА ! 


Ослинник (Оепо!#ега, рис. 17—1) представляет собой обычный сорняк, 
встречающийся на обочинах дорог, железнодорожных откосах, на забро- 
шенных полях. В природе это растение существует в виде многочисленных 
чистых самоопыляющихся линий 
фенотип. В лаборатории можно тное 
линий. Если скрещиваются линии Гатагс®апа и Бетпиз, 


удивительное потомство Ё;. Во-первых, не все гибриды Е, имеют одинако- 
вый фенотип, как можно было б; 


чески считать чистыми гомози- 
готными линиями, а это проти- 
воречит тому, что говорилось в 
главе 1. Чтобы в потомстве Е: 
получились три разных геноти- 
па, необходимо, чтобы хоть одна 
из линий Гататсапа или Ы/еп- 
715 была гетерозиготной. Допус- 
тим, что Гатагсапа гетерози- 
готна по одной лишь паре генов. 
Если это так, то как же эта ли- 
ния при самоопылении может 
дать растения только типа Га- 
тагсапа? Для этого нужно, 
чтобы гетерозиготное растение 
давало только гетерозиготное 
потомство. Но допустим, что при 
самоопылении, как и ожидает- 
ся, образуются 
типов, но оба эт. 
[Вспомним, 


ное 





1 По работам Г. де Фриза, О. Ренне- 
ея ра, Р. Клеланда, Ф. Элкерса, А. Блек- 
РИС. 17-1. 


еллинга, С. Эммерсона и 
Эноера ОЕ А. Стертеванта. 
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см. стр. 76) л 

а коты вы одна гомозигота, другая жизнеспособна. 
ные летали. |] Эта р Зы ее ия должны действовать как рецессив- 
 Онибо по о ван вы -— что у Гататсапа половина зигот 
регулярно примерно р. эние созреет. Действительно, обнаружено, что 
рен бах а семяпочек после опыления не образует 
гетерозиготна, обладая валах Татагсапа в этом отношении постоянно 
системе обе летали убив сированной летальной системой. В такой 


ают особь еще до образовани 
в момент оплодотворения или вско с ы м 


е после Й Е 
тичесвую деталь (рис. 47—3) р него, представляя собой зиго 
Вспомним, что некото 


рые растения, в том числе и энот Е 
идное гаметофитное по о ахоснос 


: коление. Поэтому постоянная гетерозиготность 
но ее ` и в том случае, если один из аллелей летален 
тельно, заметофитные я ‚› а другой — для женского (рис. 17—83). Следова- 

, летали также могут дать сбалансированную леталь- 
ную систему, препятствующую образованию семян половиной семяпочек. 
Мы уже встречались с примером такого рода леталей в гене аутостерильно- 
сти у табака (стр. 68). В общем, все встречающиеся в природе линии эно- 
теры, включая и ФМ епий5, обладают вынужденной гетерозиготностью 
из-за зиготических и гаметофитных леталей, образующих сбалансирован- 
ные летальные системы. 

Объясняет ли существование сбалансированной летальной системы, 
почему, например, фенотип ГататсЁапа оказываетсяединственным, который 
получается у потомства после самоопыления? Так как все изученные до сих 
пор раздельнополые организмы имеют много пар генов, то представляется 
невероятным, чтобы у энотеры была лишь одна пара рецессивно леталь- 
ных генов, разнообразное (плейотропное) действие которых давало бы 
чистый фенотин. Более вероятно существование многих пар генов, обра- 
зующих одну группу сцепления, так что все гены одного генома дипло- 
идного организма сцеплены с одной рецессивной леталью, а все гены вто- 
рого генома сцеплены с аллельной леталью. 

Другими словами, Гататс®!апа ведет себя так, как если бы она содер- 
жала два комплекса сцепленных генов. Внутри одной линии эти гены пол- 
ностью сценлены посредством какого-то механизма, предотвращающего 
рекомбинации, так что остаются гаметы лишь с двумя сортами генотипов. 
В природных популяциях данной линии эти два тенных комплекса настоль- 
ко устойчивы, что в случае Гатагс®апа они получили названия сап4епз 
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РИС. 17-2. 
Сравнительные результаты разведения садового гороха 
и энотеры 
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РИС. 17-3. 


Системы сбалансированных леталей, под- 
держивающие состояние гетерозиготности 
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РИС. 17-4. 


Комплексы сбалансированных летальных 
тенов у О, Шепп:з и О. ГататсНапа 
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и уе]апз, и эта линия обозначается 
как сап4епз Х уе]апз. Линия в;- 
епп15 описывается согласно ее ген- 
ным комплексам как а! сапз х 
гирепз. На рис. 17—4 показано, 
как эти сбалансированные леталь- 
ные генные комплексы распреде- 
ляются в ряду поколений у ети! 
и Гатагсапа. У любых двух ли- 
ний не могут быть идентичными 
все рецессивно летальные аллели. 
Если бы это было так, то полу- 
чающееся при их скрещивании по- 
томство Е, должно было бы состо- 
ять лишь из двух разных феноти- 
пов, тогда как в действительности 
получаются тригразных фенотипа. 
Поэтому можно сделать вывод, 
что имеющаяся обычно у энотеры 
сбалансированная летальная сис- 
тема включает либо серии множе- 
ственных аллелей, либо несколько 
пар генов 

Каждый из трех разных гибри- 
дов Е‚, получающихся при скре- 
щивании ГатагсАапа и Ыепии:5, 
при самоопылении сохраняется. 
Следовательно, каждый гибрид со- 
держит два комплекса полностью 
сцепленных генов. Однако из по- 
ведения при разведении других 
гибридов, полученных при меж- 
линейных скрещиваниях, не обя- 
зательно следует такой же вывод. 
Такая амбивалентность показана 
на рис. 17—5, где слева приведе- 
ны генные комплексы, имеющиеся 
у разных гибридов. Расположение 
различных генетических маркеров 
в гаметах этих гибридов (сверху 
на рис. 17—5) определено путем 
скрещиваний. Например, гибрид 
сигуапз Х у@апз дает только два 
типа гамет, хотя] и гетерозиготен 
по всем этим маркерным генам, и 
маркеры ведут себя так, как если 
бы они все были полностью сцеп- 
лены. С другой стороны, гибрид 
Пауепз Х уе]апз образует гаметы 
четырех типов. Гены А, ши Р, 
которые все еще сцеплены друг с 
другом, расщепляются независимо 
от генов В и 6р, в свою очередь 
сцепленных между собой, так что 
половина гамет содержит одну из 
двух родительских комбинаций, 
а половина — одну из двух реком- 


7’ 











ри гаметогенезе гибрида происходит 50% 
а. в действительности не объясняются 
еп$ (или уе]апз) представляет собой отдельную 
велемыа о которая не может давать перекреста со вторым комп- 
лексо\ нов у родительской расы, но может давать перекрест, если ее 
партнером оказывается уе]апз (или Пауепз). 

мл гиорида, содержащего Пауепз Х сигуап$, показали, что т 
и г у него все еще полностью сцеплены, но расщепляются уже независимо 
ь, обнаруживает расщепление, независимое 


же группы сцепления. 


‚так как у некоторых межлинейных гибридов можно обнаружитьпо край- 
ней мере три группы сцепления (даже если в самоопыляемой родительской 
линии все они и действуют как одна группа), то нужно ожидать наличия 
удиплоидной энотеры по крайней мере трех пар хромосом. Цитологические 
исследования подтверждают этот вывод генетики — все упомянутые в 
в этой главе линии энотеры имеют по семь пар хромосом. (У Оепоега 
аз, упомянутого на стр. 164 триплоида, 21 хромосома.) Если сбалан- 
сированная летальная система основывается на одной лишь паре генов, 
расположенных в единственной паре гомологичных хромосом, то у жиз- 
неспособного потомства эта пара хромосом должна быть гетерозиготной. 
Но если другие шесть пар хромосом обнаруживают независимое расщеп- 
ление, то они не должны обязательно быть гетерозиготными. Поэтому, 
например, все гаметы О. еппг$, которые содержат комплекс рецессивных 
леталей а !сапз, с одинаковой вероятностью могли бы содержать гомолог 
а! 1сапз или гирепз в каждом из других шести случаев независимого расщеп- 
ления хромосом. Однако такого распределения не обнаружено. Мы могли 
бы предположить далее, что каждая из семи пар хромосом гетерозиготна 
по различным рецессивным леталям. С таким генотипом при самоопылении 
выжило бы лишь потомство Е;, идентичное родительскому типу. Однако 
при этом в семена могло бы развиться лишь (1/.) 7 всех семяпочек; следо- 
вательно, такое объяснение не может быть правильным для энотеры, у ко- 
торой, как уже отмечалось, около 50% семяпочек образуют семена. 
Загадка упорядоченного расщеп- 
ления полных генных комплексов 


у энотеры может быть решена при к ПР В 5р и 

цитологическом исследовании мейоза. —г/аувлз-сигиапу ет ВеН Колы 
линии 

Обычные О Ня т 

энотеры в природе не образуют, к ЕЕВС НАЗВЯНЕВИ 

ожидалось, семи отдельных бивален-  Пауепз-Йес!епз вез тля пе 

тов, но, как это четко видно в ме р 

зе, образуют замкнутое кольцо 1 ГАВАНЫ ШАРЕ 

14 хромосом, связанных «конец в ко- — Кибелз-Мауеп ГАЗУ ОЗ 


нец» (рис. 17—6). Более того, в ана- „рр: 
фазе 1 хромосомы, соседние в кольце, > ПРелЕЫСНИаЕсКИКа 
расходятся к противоположным по- — бигиапз-иеп ЕЕЕУЕЕКЕкоЕ 
люсам веретена, так что в начале Иа и 

процесса сегрегации хромосомы рас- аЕЗЕкоя 
полагаются  зигзагообразно (рис. 

17—7). Если предположить, ЧТо В РИС. 175. 

кольце отцовские и материнские хро- Группы сцепления У7гибридов от меж- 
мосомы чередуются, то все отцовские расовых скрещиваний 
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хромосомы должны отойти к 
одному полюсу, а все материн- 
ские — к другому. Такое рас- 
щепление хромосом (если пере- 
кресты редки) позволяет объяс- 


я нить как полное сцепление всех 
НЫ генов комплекса, так и тот факт, 
" что образуемые растением гаме- 
ь ты идентичны тем, в результате 


слияния которых это растение 

получилось (рис. 17—8). 
Если в процессе такого чере- 
дующегося расщепления разде- 
ляются отцовский и материн- 
ский геномы, то кольцо должно 
всегда содержать четное число 
хромосом. Более того, мы мо- 
жем предсказать, что если ген- 
ный комплекс не ведет себя бо- 
лее как одна группа сцепления, 
то он уже не будет образовывать 
общее кольцо из 14 хромосом с 
другим генным комплексом. Как 
показано на рис. 17—9, 14 хро- 
мосом можно расположить в 
кольца (содержащие четное чис- 
ло хромосом) и в пары 15 раз- 
ными способами. Действитель- 
но, когда были получены гиб- 
о Ь риды между разными линиями, 
Кольцо из 44 хромосом у энотеры. В верхней то в метафазах Г у них были ке 
: наружены все 15 типов хромо- 


клетке, где кольцо разорвалось, в нем легко 
подсчитать число хромосом (В. Се!ава) сомных наборов и никаких дру- 
гих, причем у каждого из гиб- 


о, ридов конфигурация хромосом 
в мейозе была всегда одна и та же. На рис. 47—7 у верхней клетки 
видно внутреннее кольцо из четырех и внешнее кольцо из десяти хромосом. 
Если предположение относительно чередующегося расхождения пра- 
вильно, то отсюда должно следовать также, что такие группы сцепления 
должны сегрегировать независимо от других групи сцепления, включаю- 
щих хромосомы других колец или отдельные пары, даже если четные 
(и, соответственно, нечетные) хромосомы кольца полностью сцеплены друг 
с другом. Правильность этого вывода можно проверить, сравнивая число 
определяемых генетически групи сцепления и наблюдаемое цитологиче- 
ски расположение хромосом в мейозе у разных гибридов, показанных 
на рис. 47—5. Такое сравнение позволяет понять, почему число наблюдае- 
мых при мейозе отдельных групп хромосом никогда не бывает меньше 
числа групи сцепления, обнаруженных генетически. На самом же деле, 
если используется достаточное количество генетических маркеров, то число 
групп сцепления всегда равно числу групи хромосом. 

Хотя все изложенное выше показывает, что довольно уникальное 
чередующееся расхождение хромосом кольца и наличие сбалансированных 
летальных систем могут объяснить большинство необычных генетических 
свойств энотеры, кое-что все же требует дополнительного объяснения. 
Во-первых, что заставляет эти хромосомы образовывать кольца? Ответ 
на этот вопрос содержится в результатах наблюдений, которые изложены 
на стр. 186 (см. также рис. 12—6), и сводится к тому, что две пары негомо- 
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РИС. 17-7. 

РАЛЬФ Е. КЛЕЛАНД 

(1939 г.) 

указывает на зигзагообразно расположенные хромосомы в начале ана- 
фазы Гу энотеры; в метафазе 1 получится кольцо из 14 хромосом 


логичных хромосом связаны во время синапсиса в виде двойной тетрады, 
если у них имеется реципрокная транслокация в гетерозиготном состоя- 
нии. У энотеры такая ситуация показана на рис. 17—10. Все хромосомы 
энотеры невелики, приблизительно одинаковы по размеру, и центромеры 
У них находятся посередине. Чтобы легче опознавать гомологичные хро- 
мосомы, концы разных хромосом в геноме обозначим разными цифрами. 
Допустим, что некогда между концами 2 и 3 (рис. 17—10, А, Б) произошла 
ауцентрическая реципрокная транслокация. В гетерозиготном состоянии 
(Б) эта перестройка приведет к Х-образной конфигурации во время конз- 
югации в профазе Т (В) и к появлению кольца в метафазе Г — ранней 
анафазе Т (Г). Так, может возникнуть кольцо из четырех хромосом. 

Если происходит вторая реципрокная транслокация между плечом любой 
хромосомы, входящей в кольцо из четырех хромосом, и плечом хромосомы, 
относящейся к какой-нибудь отдельной паре, то у организма, гетерози- 
готного по обеим реципрокным транслокациям, образуется кольцо из шести 
хромосом. Это показано на рис. 17—10, ДЕ, случае Г приведена конфи- 
гурация до того, как произошел обмен плечами 4и5; вД показано кольцо 
из шести хромосом, получающееся в мейозе после такого обмена. При 
последующих обменах такого типа могут получаться еще большие кольца. 
Для образования кольца из 14 хромосом требуется шесть таких обменов. 
Наличие реципрокных транслокаций в гетерозиготном состоянии позво- 
ляет объяснить, как у энотеры получаются кольца разной величины, 
содержащие четное число хромосом. | 

Итак, теперь известны некоторые детали цитологического анализа 
энотеры, однако картина еще не полна. Один из оставшихся вопросов: 
каков механизм, обеспечивающий при мейозе отход к одному полюсу 
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РИС. 11-8. 
Способ расщепления хромосом при мейозе у энотеры 


хромосом, расположенных в кольце через одну? Пока на этот вопрос 
нельзя дать полностью приемлемого ответа. Другой вопрос возникает 
В связи с тем, что почти все различные встречающиеся в природе линии 
энотеры образуют кольца из 14 хромосом. Все ли шесть транслокаций, нуж- 
ных для образования такого кольца, одинаковы У всех рас? Нет; ведь 
тогда жизнеспособные межлинейные гибриды образовывали бы в мейозе 
либо кольца из 14 хромосом, либо семь отдельных пар. Тот факт, что у та- 
ких гибридов в мейозе обнаружены все конфигурации, приведенные 
на рис. 17—9, означает, что специфические транслокации в плечах хромосом 
у разных тенных комплексов отличаются друг от друга. Существует много 
тысяч способов разделения 14 концов на семь групи по два. Как определить, 
сколько их имеется в природе? 

Мы можем начать с того, что выберем какой-то определенный генный 
комплекс — назовем его 4эталоном»— и пометим концы его хромосом 
1—2, 3—4, 5—6, 7—8, 9—140, 11—12, 13—14. Обычно, т. е. в природе, 
этот генный комплекс образует кольцо из 14 хромосом с другим генным 
комплексом, у которого, следовательно, нет хромосом с такой же парой 
концов, что и у хромосом эталонного комплекса. Далее мы образуем серию 
межлинейных гибридов, используя в качестве одного из комплексов эта- 
лон, и отмечаем у этих гибридов конфигурации хромосом в мейозе. Пусть 
У одного из гибридов образуется пять пар и кольцо из четырех хромосом. 
Это должно означать, что у испытуемого комплекса на концах пяти хромо- 
сом порядок тот же, что и у хромосом эталона, а в остальных двух хро- 
мосомах другой порядок. До сих пор не было причин приписывать концы 
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1—2 и 3—4 эталонного компл 


Н екса какой-либ 

определенной хромосоме. Теперь мы на. ма А —— вет —“ 

извольно приписать эти концы двум эталонным Г ® 2 9 9 

хромосомам, входящим в состав кольца из четы- 

рех хромосом. Тогда входящие в кольцо хромо- 

сомы исследуемого комплекса могут быть на- 4 

званы 2—3 и 4—1 (или 2—4, 1—3). Таким об- р рее .* 

разом, навсегда установлен состав концов дву тк 2 РИ” 

пар хромосом. Сверху на рис. 17—14 показаны 

эталонный и исследуемый комплексы (из нашего 

примера), находящиеся в состоянии синапса НУ 

в соответствии с номерами концов. ИЕ 
Назовем уже испытанный комплекс А. Допу- 8 р 7 

стим, что образованы гибриды другого комп- 2? 

лекса Б с эталоном и комплексом А. Из конфи- ‹ 

гурации хромосом гибрида в мейозе можно опре- Е 

делить другие концы А, Б и эталона. Эти опера- ЗЕ 

ции можно проводить до тех пор, пока не будут й 4 +. б 

определены все хромосомы эталона, а также Е 1 —_ 

полный порядок всех 14 концов для любого ее ре Ч 

другого комплекса. Таким методом можно пока- 22 

зать, что в природе кольцо из 14 хромосом могло 

быть получено многими разными способами. 

В центре и внизу на рис. 17—11 приведены гипо- 9 

тетический и действительный случаи. Было про- , ‚ Й 

анализировано 350 комплексов и было обнару- о $ 

жено более 160 различных расположений сег- й } 

ментов. Все эти результаты согласуются с гипо- в в 

тезой, согласно которой в течение эволюции 2 —Ъ 

концы хромосом энотеры много раз и различ- 5' 15 


ными способами перемешивались путем реци- 
прокных транслокаций. Наконец, наиболее убе- рис. 11-10. 
дительная проверка правильности привлечения  Гетерозиготные реципрок- 
для объяснения реципрокных транслокаций — ные ры а 
это возможность предсказать ту меиотическую ан ца. р 
конфигурацию хромосом, которая должна быть 
обнаружена у еще неполученного гибрида. Эта ыы 
возможность была многократно ‘использована, и всегда обнаруживалась 
игурация. 
сны ке У ббрниений материала этой главы казалось, что 
поведение энотеры представляет собой нечто исключительное, явно нару- 
шая наши представления о чистых линиях и независимом С ори 
Однако более тщательное изучение показало, что неожиданные не 
сти в поведении энотеры вызваны другими, уже известными нам ген Г. 
ческими событиями. Энотера представляет собой исключение, о ыы 
следует высоко ценить. Точное соответствие необычной генетики, р — 
ее необычной цитологии показывает правильность хромосомной теор: 
Й етике. 
- ах иа и бтОятельотВаХ три особенности ыы —_ Сер зы 
реципрокные транслокации, рецессивные летали и кое | ма ем 
годны. Однако жизнеспособность энотеры, вероятно, а ых а 
при сочетании всех этих трех недостатков в одном раст , * 
ючает перемещение рыльца С зывы вниз 
ика, так что в результате опыление получается обильнее, 
т растения насекомыми. Такой ке и 
возмещает 50% -ную смертность, вызванную ее ее В 
Эти летали вместе с реципрокными транслокациями редующ р 


Механизм самоопыления вкл 
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1.2, 3.4 5.6 7.8 9.10 11.12 13.14 


Ре Н-+ Чфеньью 


23 1 5.6.178 9.10 11.12 13.14 





1.2 34 5:6 7.8 9.10 11.12 13.14 


А В / Лав РИС. 17-11. 

23 4.5 6.7 89 1011 12.13 141 Классификация концов хромо- 
сом в ‘различных комплексах 
энотеры 


‘ А — комплексы, различающиеся по 
одной | реципрокной транслокации; 
> Б — комплексы, различающиеся 
1.2 3.4 6.5 1312 7мМ 109 8.14 шестью реципрокными транслока. 

м АА ИУ \ / \ Иж циями; В — действительный состав 

23 46 513 127 1110 98 141 кольца из 14 хромосом расы Миг!- 
сафа. Примеры А иВ — гипотети- 
ческие 








щеплением препятствуют гомозиготности, которая получается обычно при 
самооплодотворении, усиливают тетерозиготность и дают максимум гиб- 
ридной силы. 

На высокую жизнеспособность энотеры указывает широкое распростра- 


опыление. 


ДРОЗОФИЛА 


Реципрокные транслокации играли важную роль в эволюции энотеры. 
Но можно возразить, что этот род представляет собой нетипичный пример 


на схеме так, чтобы соседние по схеме были наиболее тесно связаны по про- 
исхождению, эволюционно (С. Мех и др.). Такая схема приведена на 


расположены в других кариотипах в соответствующих местах. Что можно 
извлечь из сравнения всех этих кариотипов? 


Так как метафазные хромосомы характеризуются в основном размером 
и формой, то нельзя ожидать, чтобы на этом этапе удалось различить 
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‹акие-либо небольшие Я 
жж небольшие овен Потому анодомонно ое аЧОИАРУ- 
транспозиции, инверсии а и, 
ли они. В метафазе не Веру независимо от того, существенны 
з тся даже большие парацентрические 
инверсии, так как они не изменяют формы хромосом. Однако другие боль- 
шие структурные изменения увидеть можно. Хромосомы в колонках 2 и 
строки 4 представляются о 
Е идентичными, за исключением того, что пери- 
центрическая инверсия изменила палочковидную хромосому на У-образ- 
ную, или наоборот. (Перицентрические инверсии всегда изменяют отно- 
сительные длины плеч, если два разрыва произошли на разных расстоя- 
ниях от центромера.) Сравним кариотип теаповазег (строка 2, столбец 1) 
с кариотипом справа от него (строка 2, столбец 2). У-образная аутосома 
тей апобаяет появляется у эволюционно близкого вида как две палочки. 
Отметим также исчезновение самой маленькой хромосомы. В следующем 
кариотипе справа (строка 2, столбец 3) две палочки соединились, обра- 
зовав М которая отлична от обеих У-образных хромосом теаповаяег. 
В этой ©хеме есть и другие примеры того, что две палочковидные хромо- 
сомы могут образовывать У-образную хромосому, или наоборот, У может 
образовывать две палочки. Посмотрим сначала, как из двух палочек может 
получиться У (рис. 17—13). Вспомним, что обычно палочкообразная хромо- 
сома имеет два плеча, но одно из них очень короткое. Короткое плечо может 
быть неразличимо в метафазе или анафазе. Однако его существование 
можно показать цитологически на той или иной стадии ядерного цикла, 
а также генетически, изучая рекомбинации. Пусть две палочки разорваны 
вблизи их центромеров так, что в одной хромосоме разрыв произошел 
в длинном плече, а в другой — в коротком плече. Если длинное ацентри- 
ческое плечо первой хромосомы соединится с длинным же центрическим 
фрагментом второй, то получится У-образная хромосома. Отметим, что 
здесь происходит соединение двух целых плеч при эуцентрической полу- 
транслокации. Остальные фрагменты могут соединиться друг с другом, 
образуя маленькую эуцентрическую хромосому и завершая таким образом 
реципрокную транслокацию, а могут и остаться несоединившимися. 
В любом случае отсутствие этих участков может физиологически не ска- 


`./ < `^ = м. 
`` „ 
РИС. 17-42. | г 55 ты 
К у и хромосом 
м - видов дро- ъи Ао $ 
зофилы „ кч бы р 








заться, если короткие фрагменты утрачиваются при последующем деле- 
нии ядра, а количество утраченных с ними генов достаточно мало. 
Обратный процесс образования двух палочек из У-образной хромосомы 
требует участия центромера какой-либо другой хромосомы. У дрозофилы 
такой второй хромосомой может быть У (рис. 17—14). Пусть У-образная 
хромосома разорвана вблизи центромера, а У-хромосома — где угодно. 
Если после этого происходит эуцентрическая реципрокная транслокация, 
то возникнет две хромосомы, у каждой из которых одно из плеч унаследо- 
вано почти целиком от У-хромосомы. Если вслед за этим происходят 
парацентрические делеции в этих плечах, содержащих фрагменты У-хро- 
мосомы, то в результате хромосомы приобретают вид палочек. При этом 
завершается превращение одной У-образной хромосомы в две палочковид- 
ные! Заметьте, что при этом утрачивается почти вся У-хромосома за исклю- 
чением центромера. Но эта утрата не сказывается на жизнеспособности 
дрозофилы или сказывается лишь незначительно, так как У-хромосома 
содержит сравнительно мало локусов, которые к тому же определяют 
в основном подвижность спермиев. Такая серия мутаций может начаться, 
например, в половых клетках самца и привести к появлению двух хромо- 
сом, каждая из которых содержит часть У-хромосомы. Делеция фрагмен- 
тов У-хромосомы может произойти без ущерба, если эти хромосомы нахо- 
дятся в половых клетках самки. Если же в свое время к генотипу добави- 
лась лишняя нормальная У-хромосома, то этот процесс может проходить 
и в половых клетках самца. Центромер, необходимый для превращения 
\У-образной хромосомы в две палочки в результате такого же или подобного 
ряда мутаций, может быть получен у тейаповазег также и от малой хро- 
мосомы ГУ, моносомия по которой не летальна ни для самцов, ни для самок. 
Сравнение кариотипов дрозофилы подтверждает предположение (гла- 
ва 12) о том, что транслокации целого плеча могут сохраняться в естествен- 
ных популяциях. Такие перестройки и перицентрические инверсии очень 
полезны для исследователей, так как они помогают установить эволю- 
ционные связи между разными видами. Следует, однако, подчеркнуть, 
что сама по себе информация такого типа еще не доказывает правильности 
ни одного из приведенных ниже положении: 
1. Образование разных видов есть прямое следствие возникновения 
таких перестроек; 


ме 


Реципрокная транслокация 


> 
Полу-(или реципрокная) транслакация 
> 
Парацентрические белеции 
я 
® 
РИС. 17-13. РИС. 17-14. 
Образование У-образной хромосомы из Образование двух палочкови, 
вух палочкови се. мосом из У-образной дных хро- 
дву. видны: обомя разной хромосомы и У-хро- 
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2. Эти перестройки имеют второстепенное значение для видообразо- 
вания; 


3. Такие мутации возникают после того, как закончилось образование 
вида. 

На примерах энотеры и дрозофилы мы видели, что большие хромосомные 
перестройки разных типов продолжаются во время эволюции разных 
групп организмов. Поэтому, по-видимому, благоразумно воздержаться 
здесь от предсказания того, какие именно структурные изменения могут 
быть связаны с эволюцией других групи организмов. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Хотя в цитогенетике энотеры есть несколько необычных черт, современ- 
ные знания позволяют понять их природу. Поэтому энотера представляет 
собой замечательное подтверждение хромосомной природы генетического 
материала. У этого рода эволюция тесно связана с самоопылением, сбалан- 
сированными леталями и многочисленными реципрокными транслока- 
циями. 

В эволюции дрозофилы часто происходили перицентрические инверсии 
(изменяющие вид хромосомы) и реципрокные транслокации целого плеча 
(приводящие к изменению числа хромосом). 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 
17.4. Как можно обосновать утверждение, согласно которому гены, 


образующие сбалансированную летальную систему У Гататсвапа, отлич- 


стему у 811715? 
ны от генов, образующих такую си 
17.2 ее Утверждение: «Все энотера, встречающиеся в природе, 


пред ные гибриды». 

ставляют собой постоян 

17.3. Чем возникновение кольца хромосом отличается от образования 
.о. ). 


кольцевой хромосомы? 
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17.4. Может ли кольцо содержать нечетное число хромосом? Объясните. 
17.5. Какие новые исследования по генетике, а также по цитологии 
энотеры подсказала Вам эта глава? 
17.6. Перечислите генетические законы, которые можно бы было выве- 
сти, если бы энотера была единственным изученным до сих пор организ- 
мом. 
17.7. Как Вы думаете, зачем была написана эта глава, если в ней не со- 
держится новых законов генетики? 
17.8. Дрозофилы с загнутыми крыльями при скрещивании друг с дру- 
гом дают некоторое количество потомков с незагнутыми крыльями. При 
скрещивании друг с другом, мухи с глазами цвета сливы всегда образуют 
немного потомства без этого признака. Но когда скрещиваются между 
собой мухи, у которых одновременно загнуты крылья и глаза сливового 
цвета, то в потомстве встречаются лишь мухи такого же типа. Объясните 
все три результата. 
17.9. а) Нарисуйте схему, показывающую гетерозиготную транслока- 
цию целого плеча во время конъюгации у дрозофилы. Перенумеруйте 
все плечи хромосом. 
6) Что еще необходимо для того, чтобы при скрещивании двух мух 
< такой конституцией в потомстве появлялись лишь мухи такого же типа? 
47.10. Дает ли вынужденная гетерозиготность у энотеры адаптивное 
преимущество? А у других организмов? 
17.14. Обсудите эволюционную пластичность родов Оепошета и Што- 
ор Ца. 

17.12. Входит ли сбалансированная летальная система У энотеры 
в ее генетический груз? Объясните. Если это так, то входят ли летали 
в сбалансированный груз или в груз мутаций? Объясните. 

17.13. Сравните генетическое действие ионизирующего излучения 
на популяции энотеры и дрозофилы. 

17.14. Объясните, каким образом зигота дрозофилы, образованная 
спермием, содержащим центрическую У-хромосому с огромной делецией, 
может развиться в плодовитого самца. 
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Глава 18 


РАСЫ И ПРОИСХОЖДЕНИЕ ВИДОВ 


У перекрестно-оплодотворяющихся видов разные особи в популяции 
гетерозиготны по разным генам (см. главу 16), даже если генофонд нахо- 
дится в равновесии с факторами, вызывающими изменение частоты генов, 
т. е. с мутированием, отбором, дрейфом и миграцией. Иными словами, 
при достижении генетического равновесия не обязательно все члены пере- 
крестно-оплодотворяющейся популяции должны становиться гомозигот- 
ными, так же как и не все они должны оказаться гетерозиготными. Поэто- 
му такие популяции с течением времени не становятся ни генетически 
чистыми, ни однородными. 

Хотя любая популяция полиморфна по некоторым генам, она не обя- 
зательно полиморфна по каждому гену. Например, почти все индейцы 
в Южной Америке имеют группу крови 0 и в этом отношении они гомозигот- 
ны, (й), но по другим генам они полиморфны. Кроме того, некий аллель, 
например (В, может редко встречаться или даже совсем отсутствовать в од- 
ной популяции, как это имеет место у некоторых индейцев Северной Аме- 
рики, но быть относительно распространенным в генофонде другой попу- 
ляции, что и происходит в Центральной Азии. Итак, популяции, нахо- 
дящиеся в разных частях земного шара, могут отличаться друг от друга 
и типами аллелей, и их частотами в генофонде. По многим причинам 
удобно обозначить популяцию с определенными характеристиками гено- 
фонда одним словом — раса. 


РАСЫ 


Если определять границы расы в соответствии с распределением одного 
только гена ИВ для групи крови АВО, то следует ЕВ, популяции, 
содержащие и не содержащие в своем генофонде И, к разным расам. 
Согласно этому критерию, существовало бы только две Нани 
расы — индейцы Южной Америки (без ОВ) и все остальные люди (с ОВ в ге- 
р стороны, можно различать расы на основании а 
частотр и ОВ в популяциях. Частота этих аллелей в генофонде и 
делена для многих популяций на всем земном шаре. и в Запад- 
ной Европе, Исландии, Ирландии и частично в Испании три четверти 
тенофонда составляет #, причем частота ЗВ гена уменьшается по мере 
продвижения на восток. С другой стороны, ОВ превалирует в Центральной 
Азии и в некоторых популяциях Индии; его ЗАСТ ОДНА КО постепенно 
уменьшается, по мере удаления от этих раионов. Так как ев 
ты этого аллеля происходит постепенно, то любая попытка четк р - 
делить человечество на расы, обладающие разными частотами этого ге- 

ольнои. 
на, Е праиниЕ число различаемых рас остается ее р. 
ства. Для некоторых целей достаточно разделить у тех ить 
расы; в других случаях различают до 200 разных рас. =: кр 5-4 
шинство антропологов различает около ни > к тя 
гут увеличивать их число примерно до 30, учитывая боле не ни 4 
между популяциями. Однако, независимо от числа р рас, 
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РИС. 18-1. 


Распределение типов инверсий 

Ур. рзеи4ообзсита, отловленных на 
юго-западе; США. Шкала—% хромо- 
сом (по Ф. Добжанскомуи К. Эплингу) 











каждая из них лучше всего характеризуется имеющимися У нее генами. 
Люди в популяции имеют одну из четырех групп крови, — А, В, АВ или 
› промежуточные группы крови исключены, поэтому не существует 
ни среднего генотипа для группы крови АВО, ни среднего генотипа для 
любого другого полиморфного гена. Так как в популяции нет среднего 
тенотипа, то расу следовало бы характеризовать относительной частотой 
аллелей, содержащихся в ее тенофонде. Так как нет среднего генотипа, 
то у расы не может быть и среднего фенотипа. Соответственно, нельзя 
обрисовать и типичного (среднего) представителя какой-либо расы. 

При определении рас полезны и другие особенности крови, кроме групп 
АВО, генетическая основа которых известна. Вообще уместно использо- 
вать здесь любое фенотипическое различие, вызванное различием генети- 
ческим. При разграничении рас можно исходить из некоторых генетических 
различий в окраске волос, кожи, цвете глаз, а также из различий в тело- 
сложении и форме головы. Следует избегать использования таких феноти- 
пических различий, для которых не доказана генетическая основа, так как 
среда сама по себе тоже может вызывать различия фенотипов (глава 4). 
Вспомним также, что разные генотипы из-за взаимодействия генов при 
доминантности и эпистазе могут давать одинаковые фенотины (глава 4). 

Знание характера распределения генов групи крови АВО в разных 
популяциях существенно для генетиков, антропологов и ученых других 
специальностей. Чем могут обуславливаться различия в подобном рас- 
пределении? При браке люди не считаются с группами АВО крови; нет 
оснований считать, что эти гены обладают каким-либо плейотропным 
эффектом, делая людей с одной группой крови сексуально более привле- 
кательными, чем людей с другими группами крови. Поэтому скорее всего 
браки случайны в отношении к генотипу АВО. Но согласно некоторым 
данным, разные генотипы А ВО имеют разную биологическую приспособлен- 
ность. Часть различий в распределении генов может объясняться также раз- 
ными частотами мутирования. За последние несколько тысяч лет наиболь 

шие изменения в частотах генов АВО в разных популяциях произошли, ве- 
роятно, в результате генетического дрейфа и миграции. Удается даже вос- 
становить пути происходивших в прошлом переселений, используя— вместе 
© другими данными — постепенные изменения в частоте генов АВО и дру- 
тих групп крови в соседних популяциях. 

Уже отмечалось (стр. 226), что в природных популяциях Л. рзеиоо65- 
сита обнаружены различные парацентрические инверсии. Все эти мухи 
фенотипически весьма схожи, хотя их хромосомы внешне различаются. 
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ля определен < 
д. ред ия относительных частот этих инверсий Ф. Добжанский 


его сот { след 
ы рудники исследовали выборочные популяции этой мухи на юго- 


западе Соедин ‹ 1 | 
запад . диненных Штатов (рис. 18—1). Оказалось, что популяции Кали- 
форнии огаты инверсиями, названных 


ми «стандартной» и «клиновидной». 
аи западнее, в Аризоне и Нью-Мексико, содержат 
С о ы к «стандартных» и «копьевидных» хромосом; большинство 
хр = т Вы «клиновидную» перестройку. Наконец, еще далее 
рем охасе, почти не оонаружено «стандартных» и имеется мало 
о РЕРАЕЬ хромосом, а большинство хромосом относится к «копьевид- 
ным». 


доб Л ва 4 з 

о ›ные различия в частоте и типе инверсий в трех разных геогра- 
фи ских ‚районах нельзя считать результатом избирательного мутирова- 
нЕ так как скорость спонтанного возникновения инверсий крайне низка. 
оли того, ничто не указывает на существенные изменения в недавнем 
прошлом распространенности в этих популяциях генов, внесенных извне 

{ре с с Л . 

при скрещиваниях; следовательно, скорости миграции, вероятно, доволь- 
но слабо влияли на частоты генотипов. Нет также указаний и на то, что 
различия в частоте инверсий в этих трех районах вызваны генетическим 
дрейфом. Эти наблюдения приводят нас к предположению о том, что 
основная причина таких различий между популяциями заключается в раз- 
нои адаптивной ценности особей с разными типами инверсий в разных гео- 
графических областях. Лабораторные исследования показали, что эти 
инверсии, не оказывая какого-либо явного влияния на строение тела, 
обладают различными физиологическими эффектами. Разные типы инвер- 
сий лучше всего выживают в различных экспериментальных условиях. 
Так как эти типы инверсий обнаруживают разную адаптивную ценность 
и в лабораторных условиях, то несомненно, что то же самое происходит 
и в природе. Поэтому различия в частоте инверсий между тремя географи- 
ческими популяциями, которые могут рассматриваться как три разные 
расы, вызваны в основном естественным отбором. 

Аналогичные результаты были получены для трех калифорнийских 
рас лапчатки РоепИИа #апаиоза, растущих на уровне моря, на средней 
высоте над уровнем моря и в альпийской зоне. Раса с уровня моря погибает, 
если ее выращивать в условиях альпийской зоны, тогда как альпийская 
раса, выращенная на меньшей высоте, восприимчивее к ржавчинному 
грибу, чем расы, живущие внизу. Такие опыты показывают, что разные 
расы приспособлены к своей среде, но не к другой. В разных частях зани- 
маемой видом территории имеется разная неорганическая и органическая 
среда — включая и обитающие там организмы. Ясно поэтому, что нет 
одного единственного генотипа, который был бы равно хорошо приспособ- 
лен ко всем тем разнообразным условиям, которые встречаются в пре- 
делах каждой территории. Один из способов, которым перекрестно-опло- 
дотворяющийся вид как целое может достичь максимальной биологической 
приспособленности — это сохранение генетической полиморфности с раз- 
делением на географические популяции или расы, различающиеся гене- 
тически. 

Различные расы перекрестно-оплодотворяющегося вида, занимающие 
географически разделенные территории, как это было во всех рассмотрен- 
ных пока примерах, называют аллопатрическими расами. Различные расы, 
ва о -е р и той же территории, называют симпатрическими. 
ж 
Что У ра аняет симпатрические расы от слияния в одну расу в резуль- 

ОЕ графически они не разделены. Можно ответить 
тате гибридизации, если геогра ь 
ьбу исходно аллопатрических рас, которые. 
на этот вопрос, рассмотрев суд 
: ‹ Изменение такого типа произошло с чело-— 
оказались симпатрическими. о Ё 
г человечество было разделено на несколь- 
веком. Несколько тысяч лет назад 
ко аллопатрических рас. (6: развитием цивилизации и усовершенствовани- 
а : ие из этих рас стали симпатрическими.. 
ем способов передвижения мног Е 
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“Однако обмен генами между расами, ставшими симпатрическими, иногда 
социально и экономически подавлялся, так что некоторые из этих рас 
продолжают сохранять свою индивидуальность. Другим примером того, 
‘что может произойти, когда аллопатрические расы оказываются симпат- 
рическими, служат одомашненные растения и животные. Многие исходно 
аллопатрические породы или расы собак живут теперь в одной местности, 
Однако эти теперь симпатрические расы не обмениваются генами с частотой, 
достаточной для образования единой помесной породы, или расы, так как 
их размножение контролируется человеком. Следует, однако, помнить, 
что при других условиях такие аллопатрические расы, став симпатриче- 
<кими, могут образовать посредством кросебридинга одну полиморфную 
расу. 


ВИДООБРАЗОВАНИЕ 
`С УЧАСТИЕМ ОДНОГО ВИДА 


«Обычно некий вид перекрестно-оплодотворяющихся организмов состоит 
из нескольких рас, приспособленных к разным условиям заселенных ими 
территорий. Все эти расы остаются генетически связанными через межра- 
<овые скрещивания и гибридные типы рас, так что вид как целое обладает 
единым генофондом, не содержащим частей, полностью изолированных 
‚друг от друга. С другой стороны, разные перекрестно-оплодотворяющие- 
<я виды генетически разобщены. Таким образом, генофонд любого вида 
так отделен от генофондов всех других видов, что ни один, вид не может 
потерять своей индивидуальности, вследствие кроссбридинга или, обратного 
скрещивания после кроссбридинга. Более того, генофонды разных видов 
изолированы друг от друга не только окружающей средой, но и в силу ге- 
нетических причин. 

В ходе эволюции в прошлом часто происходило образование нового 
вида, видообразование. Так как эволюция продолжается, то по-прежнему 
образуются новые виды. Механизм видообразования, считающийся наибо- 
лее обычным для перекрестно-оплодотворяющихся особей, предусматрива- 
*ет образование из одного вида двух или более. Как это может происходить? 

Можно начать гипотетические с одного панмиктического генетически 
чолиморфного вида. Так как окружающие условия разнообразны, то мы 
примем, что разные популяции занимают разные части территории, причем 
хотя между популяциями происходит скрещивание, достаточное для обра- 
‘зования единого генофонда, тем не менее большинство скрещиваний про- 
исходит внутри популяций. Если с течением времени две (или более) 
таких популяций генетически расходятся, причем только одна из них при- 
<нособлена к своему месту обитания, то эти популяции становятся разны- 
ми расами одного и того же вида. Различие между генофондами этих 
‘двух рас может все более и более возрастать в результате мутирования, 
естественного отбора и генетического дрейфа. По мере продолжения подоб- 

ной дифференциации гены, которые делают каждую из этих рас приспо- 
собленной к своей собственной территории, могут вследствие их разнород- 
ных фенотипических эффектов делать скрещивания между двумя раса- 
`ми еще менее вероятными или могут привести к тому, что гибриды от та- 
ких скрещиваний оказываются менее приспособленными, чем особи 
каждой из родительских рас. Соответственно, частичная репродуктивная 
изоляция может быть вполне случайной или же быть побочным продук- 
том приспособляемости генотипов к данным Условиям. Однако чем выра- 
женнее этот эффект, тем большее преимущество при отборе следует ожидать 
для тех генов, которые еще сильнее увеличивают репродуктивную изо- 
ляцию двух расходящихся рас. Если расы продолжают так же генетически 
расходиться, то в конце концов они должны образовать отдельные и раз- 
ные генофонды, и вместо двух рас одного и того же вида окажется два 
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азных вида. Отмет = 
ра ев а оно идообрааование это необратимый процесс. 
свою индивидуальность ее. виданониу ке никотАзоновутращит 
ое обобенна скрещиваний с другими видами. 

ме обычного хода видообразования раса высту- 

пает в качестве зародыша вида. Вс Р у 
у . Бспомним, однако, что при других обстоя- 

тельствах между двумя расами может происходить кроссбридинг с обра 
зованием одной общей расы. Так, несколько тыс россорид: ра- 
патрические популяции человека оп у — ети т. 
рые, если бы сохранились те эке ределенно были разными расами, кото- 
е виды. Однак те же самые условия жизни, могли образовать 
разны днако некоторые из них слились впоследствии в одну 
ав того, что цивилизация и миграция облегчили кроссбри- 

Существуют различные препятствия обмену генами между расами. 
Е барьеры, которые приводят к полной репродуктивной 

1. Географические. Расы могут разделять водоемы, льды, горы, ветры, 
землетрясения и вулканическая активность. 

2. Экологические. Изменения температуры, влажности, солнечной 
освещенности и питания, хищники и паразиты могут принудить частично- 
или полностью изменить место обитания расы. 

3. Сезонные. Сезонные изменения могут привести к тому, что разные 
расы оказываются фертильными в разное время года, даже если их террито- 
рии и перекрываются, или если они симпатричны. 

4. Половые и поведенческие. Внутрирасовое скрещивание может быть 
обусловлено предпочтением определенных партнеров или вмешательством 
человека в ходе одомашнивания. 

5. Морфологические. Несовместимость половых органов у разнополых 
особей, принадлежащих к двум различным расам. 

6. Физиологические. Неспособность половых клеток одной расы опло- 
дотворить клетки другой расы, так что гибридные зиготы образуются 
лишь изредка или вообще не образуются. 

7. Нежизнеспособность гибридов. Даже если гибридные зиготы и обра- 
зуются, их развитие может быть настолько ненормально, что не завер- 
шается. р 

8. Стерильность гибридов возможна даже в случаях, когда гибриды 
развиваются полностью и жизнеспосооны. 

Географические, экологические и сезонные различия не вызывают 
с необходимостью генотипических различий; однако они обеспечивают 
те вариации среды, которые отбирают среди имеющихся хеволинов ириовья 
собленные, т. е. те, что при данных условиях имеют наибольшие репродук- 
тивные потенции. Понятно, что исходный материал для естественного отбо- 
ра должны давать мутации. Нет ни одного отдельно взятого т кото- 
рый был бы одинаково хорошо приспособлен к любым условиям. Поэтому 
в конце концов оказывается, что разные расы содержат разные генотипы. 
Прочие перечисленные здесь барьеры могут завершать репродуктивную 
и половые, морфологические и физиологические барьеры нае 
быть проявлением многих тенов, по которым иене: два ен 
шихся вида. Нежизнеспособность гибридов может быть Е вн 
непропорциональности развития, вызванной наличием т ыы ыы в 
двух генетически различных геномов. Стерильность гиоридов, ь р: 
может быть обусловлена таким генетическим эффектом, ие Е: РЕН 
также, когда две расы слишком сильно различаются по р едет 
нов и вследствие структурных перестроек в ао неедныма- 
мами, так что во время мейоза нарушается правиле нъюгация а 
двумя разными геномами у гибрида. Неправильная ко з - 
ненормальное расщепление, которое приводит к анэуплоидным продук- 
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там мейоза. Вспомним, что анэуплоидность пыльцы летальна и что у жи- 
вотных анэуплоидные гаметы обычно приводят к доминантной летальности 
в образуемых ими зиготах. Таким образом, репродуктивная изоляция 


может быть проявлением как генетической активности, так и свойств 


хромосом. 
Естественно, что с увеличением морфологического расхождения между 


двумя формами возрастает вероятность того, что они будут различаться 


физиологически, и что причина этих различий кроется в глубоких разли- 
чиях и изоляции генофондов. Разумеется простого сравнения морфологии 
лошади и мыши достаточно, чтобы отнести их к разным видам. Следова- 
тельно, существование морфологических различий служит иногда хоро- 
шим указанием на принадлежность к разным видам. Однако при срав- 
нении групп, теснее связанных по происхождению, оказывается, что мор- 
`фологические различия не столь хорошо коррелируют с репродуктивной 
изоляцией. Например, европейский крупный рогатый скот и тибетские 
яки сильно различаются по происхождению и их обычно относят к разным 
родам, но эти два вида можно скрещивать. Более того, в Тибете многие 
«быки похожи на яков, так что очень большая разница в фенотипах не обя- 
-зательно приводит к полной репродуктивной изоляции близко родственных 
‘видов. С другой стороны, обратимся кр. регзйтиИ $ и Р. рзеи4оо6зсита. Два 
этих вида, считавшиеся ранее расами одного и того же вида, столь близки 
морфологически, что их можно различить по строению полового аппарата 

‹лишь после тщательных измерений. Тем не менее, в природе генофонды 

этих видов полностью изолированы даже в случаях перекрывания террито- 

рий их обитания. Такие морфологически схожие виды называют сиблин- 

-говыми видами. Они происходят от разных рас одного и того же вида. 

Кроме дрозофилы, сиблинговые виды обнаружены у комаров и других 

насекомых. Они найдены также и у растений — среди мадий семейства 

астр и у голубой дикой ржи. 

Пример с О. рзеидообзсита и Р. регзтЁ Из иллюстрирует два других 
правила видообразования. Во-первых, любой отдельно взятый репродук- 
тивный барьер имеет обычно мультигенную, а также мультихромосомную 
‘основу. Во-вторых, любые два вида разделены не одним, а несколькими 
репродуктивными барьерами. По отдельности каждый из этих барьеров 
не абсолютен, однако вместе они приводят к полной репродуктивной 
изоляции, — в природе нет обмена генами между их генофондами. Изве- 
стны следующие различия между этими двумя сиблинговыми видами: 

1) Р. рзеидообзсита живет в более сухой и теплой среде, чем Ш. рег- 
$т11$; 

2) самки чаще принимают попытки спаривания самцов своего вида, 
чем чужого; 

3) Б. рзеидоофзсита обычно спариваются вечером, а Л. регзйт И 
‘утром; 

4) межвидовые гибриды мало жизнеспособны 
Фольшинстве стерильны. 

Природа механизмов репродуктивной изоляции, Участв: 
зовании новых видов из рас, показывает, 
никают не в результате одиночной или простой мутации, а вследствие 
многих разных, независимо произошедших тенетических изменений. 
Более того, как уже отмечалось, видообразование сопровождается не толь- 
ко накоплением таких мутации, которые различают расы, но и таких, 
которые влияют на репродуктивную изоляцию, Обычно в момент возник- 
репродуктивных  арроровитопуняиии ифивиневивиравдоленые. 

Иначе гибридизация опрокинула бы эти барьеры. 

Экспериментальные данные подтверждают также н 
«® том, что естественный отбор способствует дальней 
тенетических факторов, поддерживающих репродуктив 
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Выше было показано, как один ви 
видам через расы, которые сл 
Г. Ебттапв, О. Ра\оузк ` 

. В Ку и В. Зраззку, 1964). Ранее был тановлен 
что вид обладает изолированн З ) о мы 


д может дать начало двум или более 
ужат зародышами видов (ТВ. По2ВапзКу, 
ее ым генофондом, т. е. тенофондом, закры- 
тым для особей с некоторыми другими км: ео Вия 
(другой Е В генофонде вида за много поколений, по-видимому, проис- 
Е 
Е Закото тина ом ид м’ одесь мы имеем пример видообразо- 
) , уже нельзя пользоваться примененным ранее 
критерием, так как не существует более альтернативного состояния. Если 
оы чудом сохранились некоторые особи исходной популяции, то мы могли 
бы обнаружить, что они репродуктивно изолированы от особей новой 
популяции. В таком случае мы могли бы допустить образование нового 
вида, происхождение которого зависит от «вымирания» родительского 
вида. Как только человек научится неограниченно долго сохранять образ- 
цы генотипов, станет возможным исследовать этот тип видообразовавия. 
Образование нового вида может произойти в результате аутополи 
плоидии — увеличения числа геномов, присутствующих у обычно пере- 
крестно-оплодотворяющегося вида. Механизм образования аутополипло- 
идных клеток, тканей и организмов уже был описан на стр. 162—165. 
В роде хризантем встречаются виды, у которых хромосомные числа 2 п рав- 
ны 18, 36, 54, 72 или 90. Отсюда следует, что основное число п равно 9. 
В роде бойапит (пасленовые, в том числе и картофель) основное число п 
равно, вероятно, 42, так как известны виды этого рода с 24, 36, 48, 60, 
72, 96, 108 или 144 хромосомами. Эти два примера показывают, что в видо- 
образовании у этих двух родов играла роль аутополиплоидия. Однако 
аутополиплоидию нельзя считать существенной для видообразования 
у форм, размножающихся в основном половым путем, так как аутополи- 
плоиды с числом хромосом более 2и образуют в мейозе мультиваленты и, 
следовательно, многочисленные анэуплоидные гаметы. Тем не менее, 
анэуплоиды могут преуспеть, если их разводят бесполым путем (почкова- 
нием или прививками), как в случае триплоидных яблонь — сортов 
Гранвенстейн и Болдуин. Вегетативно разводят также триплоидные тюль- 
паны. 


ВИДООБРАЗОВАНИЕ С УЧАСТИЕМ ДВУХ 
ИЛИ БОЛЕЕ ВИДОВ 


Многие новые перекрестно-оплодотворяющиеся виды произошли не от 
одного единственного вида или расы, а возникли сравнительно недавно 
при гибридизации двух или большего числа разных видов, т, е.. в резуль- 
тате межвидовой гибридизации. Хотя генофонды межвидовых гибридов 
не изолированы от генофондов родительских видов, эти гибриды могут 
образовывать преуспевающую размножающуюся половым путем популя- 
цию со своим собственным замкнутым генофондом. Межвидовые гибриды, 
особенно у растений, можно превратить в устойчивые промежуточные 
типы, изолированные от родительских видов © мня трех и 
Первый метод включает амфиплоидию с ие ию, см. 8 ый 
Если у одного вида 2п =4, а у другого ыы | ==. И к 
рида будет пять хромосом (рис. 18—22). Если гибрид ж ева анты 
может оказаться стерильным, так как у каждой хромосомь уло- 
га и, следовательно, нет партнера в мейозе. В результате мейоз протекает 
как в гаплоидном организме и получаются в основном ЕЕ гаме- 
ты. Однако если у гибрида Е, число хромосом удвоено (искусственно, 
< помощью колхицина, или спонтанно), то особь или ее часть удел обла- 
дать 2 — 10. У каждой хромосомы окажется партнер в мейозе и образуют- 
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РИС. 18-2. 


Образование новых видов в ‘результате амфиплоидии 
(аллополиплоидии) при межвидовой гибридизации 


ся эуплоидные гаметы с п = 5. После слияния такие гаметы дают потом- 
ство с 2и = 10, плодовитое, фенотипически занимающее более или менее 
промежуточное положение между обоими родительскими видами и изо- 
лированное от них. 

Подсчитано, что 20—25% современных видов цветковых растений про- 
изошли от межвидовых гибридов, число хромосом у которых удвоилось 
(«удвоившиеся гибриды», или амфиплоиды). Более того, в прошлом многие 
виды, возникшие таким способом, затем дивергировали, образовав разные 
роды. В появлении хлопчатника в Америке и в возникновении новых видов 
козлобородника в наше время принимала участие спонтанная амфиплои- 
дия. 

В самом начале ХХ в. во Францию и Англию случайно завезли на ко- 
раблях американскую болотную траву брагИта аЙетаНота (2% — 70), 
которая прижилась наряду с европейской болотной травой 5. зе 
(2п = 56). В начале ХХ в. появилась новая болотная трава 5. юшизеп- 
ай (2п — 126), которая в значительной степени вытеснила оба старых 
вида. Хромосомное число 5. юшпзепай равно сумме диплоидных чисел 
старых видов; она плодовита, размножается в гомозиготном состоянии 
и по строению занимает промежуточное положение между двумя преж- 
ними формами; следовательно, этот вид несомненно следует считать амфи- 
плоидом 5. аЙети Дота и 5. зы. 5. юшпзепай настолько вынослива, 
что ее специально стали разводить в Нидерландах (для укрепления дамб) 
и в других странах. 

Амфиплоидию можно получить также искусственно. Например, в 
оранжерее удается скрестить редьку (2и = 18) с капустой (21 = 18) 
(рис.18—3), получив в Е, гибрид с 18 неконъюгирующими в мейозе хромо- 
сомами. Если, однако, число хромосом у гибрида удваивается на достаточ- 

но ранней стадии развития, то можно получить амфиплоидное потомство 
с 2п, равным 36 хромосомам (по 9 пар от редьки и от капусты). Так как 
амфиплоид плодовит и генетически изолирован как от редьки, так и от 
капусты, то он представляет собой новый вид. 
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Если все хромосомы межвидо- 
вого гиорида различны и число 
хромосом У гибрида удвоено, то 
в меиозе у каждой хромосомы 
оудет по одному партнеру и рас- 
хождение должно протекать нор- 
мально. Поэтому вероятность ус- 
пешного размножения амфиплоида 
увеличивается с увеличением раз- 
личий между хромосомами от раз- 
ных видов, которые входят в гап- 
лоидные геномы межвидового гиб- 
рида. Неудивительно поэтому, что 
при гибридизации двух хромосом- 
но близких видов у их амфиплоида 
в мейозе образуются триваленты 
и квадриваленты, что приводит 
к ненормальной сегрегации и сте- 
а 4 ЧАЯ т 

Амфиплоидия не обеспечивает и 
успешного размножения гибридов 
между близкими видами, однако 
есть второй способ получения 
устойчивых межвидовых гибридов, 4{^ 4 
т.е. нового вида, при условии, что 
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| р дурзарпИит 


в скрещиваемых видах хромосомы 

весьма схожи. Если у обоих видов | ЕЕ 2 ”есиги ит 
одно и то же гаплоидное число, то С 2. езрегйит 
у их Е, гибрида все хромосомы ; 

могут оказаться в мейозе попарно жа 


конъюгированными. Расщепление, 
независимое расщепление и крос- 
синговер могут дать потомство 
гибрида, у которого рекомбинации 
могут оказаться стабилизирован- 
ными в природе и уже изолиро- 
ванными от обоих родительских 
видов. Рассмотрим некоторые из 
видов рода Деритиит: р. вурзо- 
риЙит морфологически промежу- 
точна между 0. теситойит и ори 
р. пезремит. У всех трех видов гие. . видов живокбсти в Кали- 
ван в-иМовтво Окроситртчрот о па ый ВЕД имеет единственное 
тельские» виды гесиграфит и Пезре- О илезивА 
пит. Когда их Е, гибрид скрещи- 
вается с хурзорйИит, то ай т 
получается более нормальным а 
вой плодовито, и то, которое получается при Кен г 
Е, гибрида с каким-либо из родительских видов. Ан окно 
нь о Кро как потомство 
получается менее нормальным, в. 
т Окращиваия меду КУреОРРНИи т ЕбридОМ Родеи 
Отсюда следует, что хурзориЙит ВОЗНИК Как РЯ и тифорнии. 
пит. На рис. 18—4 показано ры ег .. как нового вида 
ты нос оби одротвот сир 
есь н : : 
м. о а с одним из родительских типов. Реком 
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бинантные типы от обратного скрещивания, которые обладают селекцион- 
ным преимуществом, могут содержать некоторые генетические компоненты 
от обоих видов, могут размножаться в гомозиготном состоянии и, в конце 
концов, стать новым видом. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Расу перекрестно-оплодотворяющегося вида характеризует содержание 
ее генофонда. Каждая раса приспособлена к той области, где она обитает. 
Разные расы могут быть симпатрическими или аллопатрическими. Расы 
могут стать видами при накоплении генетических различий, конечный 
эффект которых заключается в утрате генетической непрерывности, т. е. 
в образовании изолированных генофондов. Два генофонда разделяются 
обычно совокупностью различных репродуктивных барьеров, каждый 
из которых не абсолютен сам по себе и имеет полигенную или полихромо- 
сомную основу, не обязательно коррелирующую с морфологическими 
различиями. 

Общепризнано, что большинство перекрестно-оплодотворяющихся 
видов возникло при дальнейшей дифференциации рас. Изредка новый вид 
может возникнуть в результате аутополиплоидии; возможно, что новые 
виды могут появляться также при постепенном изменении одного вида 
как целого в другой вид. 

Два (или более) вида могут положить начало новому виду в результате 
межвидовой гибридизации. Межвидовой гибрид может образовать новый 
вид вследствие амфиплоидии, в результате отбора из его потомства реком- 
бинантов или при отборе особей, получающихся после интрогрессии. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


18.1. Обсудите обоснованность понятия чистой расы. 

18.2. Какие нужно сделать предположения, чтобы использовать часто- 
ты групп АВО крови для установления путей происшедших в прошлом 
миграций? 

18.3. При каких условиях в будущем следует ожидать уменьшения чис- 
ла человеческих рас? Увеличения этого числа? 

18.4. Приложимо ли определение вида, использованное нами, к формам, 
размножающимся только бесполым путем? Почему? 

18.5. Каковы различия между генетической и хромосомной стерильно- 
стью? Придумайте пример того и другого. 

18.6. Обсудите гипотезу, согласно которой новый вид может возникнуть 
в результате отдельной мутации. 

18.7. Необходима ли географическая изоляция для образования нового 
вида? Объясните. 

18.8. Каково относительное значение мутирования и генетических ре- 
комбинаций для образования видов? 

18.9. Имеет ли вид природную биологическую сущность или же он — 
как и раса — выделен лишь для удобства рассмотрения? 

18.10. Имеет ли биологический смысл утверждение: «Все мы принад- 
лежим к человеческой расе»? Почему? 

18.11. Допустим, что с другой планеты на Землю прибыли разумные 
существа, фенотипически неотличимые от человека. Вероятно ли, чтобы 
их браки с населением Земли дали фертильное потомство? Почему? 

18.12. Придумайте условия, при которых имеющийся сейчас один вид 
человека мог бы эволюционировать в два или более разных видов. 

18.13. Клетки триплоидных и тетраплоидных аутополиплоидов обычно 
крупнее клеток диплоида. Какое значение имеет этот факт для садоводов? 

18.14. Г. Кихара с сотрудниками получили триплоидные арбузы (с 38 
хромосомами), не образующие семян, и теграплоидные арбузы (с 44 хро- 
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мосомами), образующие семе 
Как эти типы были получены? Как они поддерживаются? 


18.15 В каждом 3 е чае р 

5.19. М из приведенных ниже случаев ‹ 

я . р. экспериментально 
мог оыть получен межви овой 


= Е 
иен гибрид. Сформулируйте свои предположе- 
‚ Упрочатся ли в природе гибриды, полученны 
от описанных ниже родителей. г И 
м - ть Калифорнии кипарис Монтерея растет на скалах побережья, 
да как аллопатрический кипарис Говена растет на песчаных пустошах 
в двух милях от берега. 
6) В Калифорнии встречаютс 
Один из них, сосна величес: 


на оольших размеров, чем семена диплоида. 


я два симпатрических вида сосны. 


я гвенная, распространяет пыльцу до марта. 
Другой вид, епископская сосна, распространяет пыльцу несколько позже. 

в) У гибрида между Стерё; пещеса (п = 4) и С. ийетова (в — 3) 
при мейозе наблюдаются как спаренные, так и неспаренные хромосомы 
и мультиваленты. 


18.16. При скрещивании Отозор№Иа рзеидоофзсита с О. регтиИз полу- 
чаются стерильные самцы, но самки частично плодовиты. Можно, исполь- 
зуя маркированные хромосомы, скрестить самку межвидового гибрида 
с В. рзеи4оо»зситга, и у их потомства могут быть различные сочетания 
хромосом от двух видов. Если определять длину семенника у самцов, 
полученных при таком обратном скрещивании, то оказывается, что если 
Х-хромосома получена от Л. рзеидоовзсига, то семенники по существу нор- 
мальные. Если же Х-хромосома получена от 7). регятиИ5, то семенники 
короче, причем эта аномалия усиливается с ростом числа аутосом, полу- 
чаемых от 0. рзеи4005сига. Какой вывод относительно репродуктивных 
барьеров можно сделать из этих результатов? 

18.17. Виды хлопчатника Соззурит тзшит и @. батфадепзе тетрапло- 
идны (2п = 52); фенотипически они занимают промежуточное положение 
между диплоидными видами С. йетфасеит и С. гайтопай. У каждого из них 
2п = 26. Что могут сказать приведенные ниже результаты цитологического 
анализа мейоза различных гибридов относительно происхождения этих 
видов? ё 

а) У Батфадепзе Х гатопай наблюдается 13 пар и 13 отдельных хромо- 
сом. « 

6) У БагфаЛепзе Х йетфасеит наблюдается 13 пар и 13 отдельных хро- 
мосом. 

в) У тайпопай Ж йегфасеит видно 26 отдельных хромосом. : 

18.18. Как Вы полагаете, что общего между следующими двумя слу- 

н : 
они кукурузы в процессе искусственного отбора Йеа тауз 
способствовали гены, полученные от теосинте #еа а ани 

6) Культивируемая пшеница содержит гены устойчивости к рж р 
полученные от хромосом коленницы. 
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Глава 19 


ХИМИЧЕСКАЯ ПРИРОДА ГЕНОВ 


В предыдущих главах наше внимание при определении генетического 
материала концентрировалось на его способности рекомбинировать 
и мутировать; здесь мы рассмотрим химическую природу генетического 
материала, данные о которой были получены в результате проведения 
химических анализов. Попытаемся определить, какие из клеточных ком- 
понентов могли бы выполнять роль генетического материала, а какие — 
нет. Так как известно, что генетический материал содержится в хромо- 
сомах ядра, можно сразу исключить из обсуждения любое химическое 
вещество, встречающееся только в цитоплазме. Поскольку генетический 
материал обладает, по-видимому, сложными свойствами, следует ожидать, 
что и химическая структура его должна быть соответственно сложной. 
Исходя из этого, можно также исключить из обсуждения все неорганиче- 
ские соединения (соединения, не содержащие углерода), так как ни один 
класс неорганических соединений не участвует в достаточно большом 


Одной из уникальных особенностей протоплазмы является скорость 
и упорядоченность ее химической активности. Эти два свойства обуслов- 
лены присутствием белков в форме ферментов и клеточных структур. Раз- 
личные типы белков содержат различное количество аминокислот. В бел- 
ках тех или иных организмов найдено около 20 различных типов амино- 
кислот, общее же число различных комбинаций практически неисчерпаемо 
для любой реальной ситуации. Белок обладает достаточно сложней струк- 
турой, поэтому гипотеза о белковой природе генетического материала пред- 


Если бы ген был белком, то следовало ожидать обнаружения белка 
в хромосомах. Более того, можно было бы надеяться найти в хромосомах 
уникальный тип белка, не встречающийся в цитоплазме. Химическими 
анализами ядер и хромосом было показано, что такие белки действительно 
существуют — это гистоны. Гистоны представляют собой сложные белки, 
обладающие свойствами оснований и впервые найденные в хромосомах. 
Несмотря на то, что гистоны найдены в хромосомах многих клеток, они 
присутствуют отнюдь не во всех видах клеток. Так, этот белок обычно 
содержится в соматических ядрах рыб; однако в спермиях форели, лосося, 
осетра и сельди вместо него обнаруживают другой основной белок — 
протамин, более простой по составу. Протамин, содержащийся в спермиях 
рыбы, в свою очередь, замещен гистоном в соматических клетках, обра- 
зующихся после оплодотворения в результате митотического деления. Если 
допустить, что генетический материал — это белок, то следует считать, 
что генетическая специфическая информация должна передаваться от про- 
тамина к гистону и от гистона снова к протамину. Следовательно, по край- 
ней мере у некоторых организмов, генетическая специфичность должна 
быть связана с двумя химическими формами — протамином и гистоном. 

Существующие представления не противоречат гипотезе о существова- 
нии генетического материала в двух альтернативных по химическому 
составу формах. При этом генетический материал, независимо от той или 
иной его формы, должен быть способным осуществлять определенные функ- 
ции согласно уже установленным выше принципам. 
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Предположение о том, что оба 
7-4 р 2: 
белка — протамин и гистон — вы- 
полняют функции 





генетического ® \ 
материала в одном и том же ор- ыы 
ганизме, выглядит несколько ус- ‘ * 


ложненным, хотя бы в том отно- 
шении, что пля выражения одного 
генотипа требуется присутствие 
двух разных химических веществ. 
Дело обстояло бы проще, если бы 
генетический материал был пред- 
ставлен каким-то одним химиче- 
ским веществом, характерным для 
ядра. 

В хромосомах найдены и дру- 
гие белки. Однако их количество 
изменяется в зависимости от типа 
и скорости метаболизма в данной 
клетке. Поэтому не наблюдается 
простого отношения 1:1 между 
их количеством и количеством ге- 
нов, идля объяснения генетическо- 
го поведения требуется дополни- 
тельная гипотеза. Поэтому, не- 
смотря на кажущуюся привлека- 
тельность гипотезы о белковой 
природе генетического материала, 
данные о типах и количествах 
ядерных белков не подтверждают 
этой точки зрения. 

Хромосомы содержат другое 
химическое вещество, которое, п9- тотальный препарат неповрежденной слюн- 
видимому, отсутствует в цитоплаз- ной железы личинки дрозофилы. Окрашен- 
ме (рис. 19—1). Это — одна из нук- ная ДНК видна только в ядрах (7. Зсви) 
леиновых! кислот, открытых В 
1869г. Мишером, а именно дего- = 
ксирибонуклеиновая кислота, или ДНЕ, которая соединена с основными 
белками типа протамина и гистона (посредством химических связеи, 
природа которых еще не полностью выяснена), образуя а 
бонуклеопротеиды. Прежде чем перейти к обсуждению возможности то- 
го, что ДНК хромосом выполняет роль генетического материала, рассмот- 
рим данные о химическом составе ее молекулы. 





РИС. 19-1. 


ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ ДНК 


Органические основания. Хромосомная ДНК содержит органические цик- 
лические соединения, в состав которых всегда входит азот. а 
М-содержащая структура представляет собой шестичленное кольцо, 
подобное бензолу ОЕ. На рис. 19—2,а показана структурная формула 
бензола. На рисунке 19—2,а'. дана сокращенная формула, в а 
атомы углерода в кольце не обозначены буквами, а на ИСУ 21 

представлена еще более сокращенная формула, в которой не показаны 
также водородные атомы, связанные с кольцом углеродных а 
Основное №-содержащее кольцо в ДНК называется пиримидином. 5 оен- 
зольном кольце пиримидина (рис- 19—2,6) СН И а пар 
вом и третьем положении азотом (№). На рис. 19—2,6’ и 19—26” пред- 
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РИС. 19-2. 


Родство между некоторыми циклическими соединениями 


ставлены формулы пиримидина, сокращенные подобно тому, как это 
было сделано с формулой бензола. 

Азот, найденный в ДНК, содержится также в производном основного 
пиримидинового кольца, так называемом пурине. Молекула пурина 
состоит из пиримидинового кольца без атомов водорода в положениях 4 
и5, к которым присоединено пятичленное имидазольное кольцо, в резуль- 
тате чего углеродные атомы в этих положениях оказываются составной 
частью обоих колец (как показано на рис. 19—2,6,6’и в"). Впредь для 
обозначения пуринов и пиримидинов будут использоваться наиболее 
сокращенные структурные формулы. Так как все пиримидины и пурины 
химически ведут себя как основания, они названы органическими, осно- 
званиями. 

Рис. 19—3 показывает структурные формулы различных типов пири- 
мидинов, причем названия тех, которые найдены в ДНК, подчеркнуты. 
Заметим, что все производные пиримидина содержат в положении 2 кисло- 
род, замещающий атом водорода, который перемещается в положение 3. 


В 


Показано, что этот кислород находится в кето-форме ©—с“ ‚ где 


В 
но не водород). В ДНК 


ин. Цитозин отличается 
что вместо Н содержит амино- 


В представляет собой какой-то радикал или атом, 
обычно встречаются пиримидины цитозин и тим 
от основного пиримидинового кольца тем, 


группу (МН,), соединенную с углеродом в положении 6, Соответственно 
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РИС. 19-3. 


Пиримидины. Названия пиримидинов, встречающихся в ДНК, подчеркнуты 


этому цитозин может быть назван также 6-амино-2-оксипиримидином. 
Замещение в цитозине водорода в положении 5 метильной группой (СН) 
дает 5-метилцитогин; этот пиримидин найден в заметных количествах 
в ДНК проростков пшеницы и в виде следов у млекопитающих, рыб 
и насекомых. Другой пиримидин, найденный только в ДНК определен- 
ных вирусов, поражающих бактерии, имеет оксиметильную группу 
(СН.ОН), замещающую Н в положении 5 цитозина, и назван поэтому 
5-гидроксиметилцитозином. 

Другой обычно встречающийся в ДНК пиримидин — это тимин. 
Тимин — единственный пиримидин, в котором кето-группа замещает 
водород в положении 6; кроме того, в тимине водород в положении 5 заме- 
щен метильной группой. Поэтому тимин можно назвать 2,6-диокси-5- 
метилпиримидином. Следует отметить, что различия между пиримидинами 
обусловлены в основном характером групи в положениях 5 и 6 кольца. 

На рис. 19—4 приведены структурные формулы различных пуринов; 
названия пуринов, найденных в ДНК, подчеркнуты. Два пурина, обычно 
встречающиеся в ДНК, — это аденин и гуанин. Формула аденина отли- 
чается от основной формулы пурина наличием МН, группы вместо Н в поло- 
жении 6; поэтому его можно обозначить также как б6-аминопурин. 
Производное аденина, имеющее СН; группу вместо Н в МН, группе в 6 по- 
ложении, получило название 6-метиламинопурина. В ДНК найдены огра- 
ниченные количества этого пурина. у 

Другой пурин, наиболее часто встречающийся в ДНК, — это гуа- 
нин (рис. 19—4). Гуанин имеет МН, группу в положении 2 и 0 в кето- 

орме в положении 6. Он может быть назван также 2-амино-6-оксипури- 

ном. Следует указать, что различия между пуринами определяются 
главным образом природой групп, присоединяющихся во 2 и 6 положе- 
ниях двойного кольца. 

Пентозы. О-рибоза представляет собой сахар (рис. 149—5,а), содержа- 
щий пять атомов углерода (пентоза), причем четыре атома углерода 
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РИС. 19-4. 
Пурины. Названия пуринов, встречающихся в ДНК, подчеркнуты 


и один атом кислорода образуют пятичленное кольцо. На рис. 19— 5,4’, 
согласно ранее принятому условию, не показаны атомы углерода кольца, 
Углеродные атомы пентозы представлены номерами, показывающими 
их положение в молекуле. ДНК содержит пентозу, которая представляет 
собой модифицированную П-рибозу, утратившую кислород в положе- 
нии 2, в результате этот сахар называют 2’-дезокси-О-рибозой, или просто 
2-дезоксирибозой, или дезоксирибозой (рис. 49—5,6 и 6’). 

Дезоксирибозиды. Каждое пуриновое или пиримидиновое основание 
в ДНК обычно соединено с сахаром дезоксирибозой, образуя дезоксирибо- 
нуклеозид, или дезоксирибозид. Четыре основных дезоксирибозида, содер- 
жащиеся в ДНК,— это дезоксицитидин, (дезокси)тимидин, дезоксиаде- 
нозин и дезоксигуанозин, соответственно основаниям цитозину, тимину, 
аденину и гуанину. Структура этих дезоксирибозидов показана на 
рис. 19—6. Дезоксирибоза всегда соединена с этими основаниями в поло- 
жении 1’, пиримидины же соединены с ней в положении 3, а пурины — 
в положении 9. 

Дезоксириботиды. В ДНК фосфатная группа 


(РО.) всегда соединена 
с дезоксирибозидом, образуя дезоксирибонуклео 


тид, или дезоксирибо- 
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‚0. Фосфат 
то о обдИНон в положении 3*’ или 5 сахара (кок показано 
ри бонукиооти ов а Детально это показано на рис. 19—8 для 
Е Е > ‚› содержащих в к 
а в качестве пурина аденин ачестве пиримидина цитозин, 


{ А |9 

Дезокоирибозид-5 -монофосфаты цитозина, тимина, аденина и гуа- 
нина называются соответственно дезоксицитиди 7 9. й 
девовсиавениловой и о - 7 ‚ловой, тимидиловой, 

го Е З 1 кислотами. Таким образом, основ- 
ной единицей ДНК является дезоксирибонук ; 

ы ь це: рибонуклеотид; он состоит из фос- 
фата, п - с дезоксирибозидом, который, в свою очередь, состоит 
ак об одним из органических оснований: либо 

. итозином и тимином), либо с пуринами (обычно 
аденином и гуанином). 

: Полидезоксириботиды. Хромосомная ДНК представлена не в виде 
отдельных дезоксирибонуклеотидов, а в виде полидезоксирибонуклеотидов 
(полидезоксириботидов). Эти молекулы представляют собой цепи, звенья- 
ми которых служат отдельные дезоксириботиды. Способ соединения 
этих звеньев легко понять, если рассмотреть два дезоксирибозид-5-моно- 
фосфата, представленных в правой части рис. 19—8. Эти два соединения 
могут быть объединены друг с другом, если самый верхний (на рисунке) 
атом кислорода, изображенного внизу соединения, замещает гидроксил 
сахара, изображенного вверху соединения в положении 3". (Эта же реак- 
ция имеет место при присоединении фосфата в положении 3’ дезоксирибо- 
зида при образовании дезоксирибозид-3’-монофосфата, как показано 
на двух молекулах в левой части рис. 19—8). Поскольку дезоксирибозид- 
5’-монофосфаты способны соединяться друг с другом посредством фос- 
фатной связи в положении 3’, образуются длинные неразветвленные цепи 
полидезоксириботидов. На рис. 19—9 показана часть такой цепи. Следует 
указать, что полидезоксириботид представляет собой линейную, нераз- 
ветвленную молекулу, скелет которой составляют эфиро-фосфатные 
связи и линейность которой не зависит от природы оснований, присут- 
ствующих в любой данной точке. Это значит, что на структуру цепи 
не оказывает влияния последовательность основании, которые могут 
встречаться в любом порядке. Следует указать также, что этот дезокси- 
риботидный полимер (молекула, составленная из ряда идентичных единиц) 
читается не одинаково в зависимости от направления. В направлении, 
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указанном на рис. 19—9 стрелками, от сахара к фосфатам связи читаются 
как 35’, 3,5’ и т. д., тогда как в противоположном направлении они 
читаются как 5’З3’, 5'’3’ и т. д. Поэтому полимеризованную молекулу 
ДНК называют поляризованной. 
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ДНК КАК ГЕНЕТИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ 






Рассмотрев данные о химической природе и количественном определении 
хромосомной ДНК, мы перейдем теперь к обсуждению некоторых резуль- 
татов, которые указывают на связь между хромосомной ДНК и генети- 
ческим материалом ядра: 

1. Количество ДНК во время метаболической стадии увеличивается 
до тех пор, пока оно не становится ровно в два раза больше (в пределах 










количество ДНК. 


2. Количество ДНК в гаплоид 
ловину того количества, 


лоидных метаболических ядрах той же особи 










, 
содержание ДНК, характерное для диплоидной клетки. 


. В полиплоидных клетках наблюдается пропор- 
циональное плоидности увеличение количества ДНК. 

4. Ядра различных клеток, например, в слюнных 
железах личинок дрозофилы, могут проявлять различ- 
ную степень полинемии в их хромосомах. Количество 
ДНК в этих различающихся ядрах оказалось про- 
порциональным их объему, что считают прямым след- 
ствием различий в степени полинемии. 

5. Способность ультрафиолетовых лучей разных длин 
волн индуцировать мутации У грибков, пшеницы, 
дрозофилы и других организмов соответствует спо- 
собности ДНК абсорбировать лучи с такими длинами 
волн, 

6. С помощью атомов, меченных либо радиоактив- 
ностью, либо тем, что они имеют ненормальный вес, 
показано, что многие клеточные компоненты постоянно 
замещаются в процессе метаболизма. Однако, несмотря 
на такой «атомный обмен», общее количество клеточного 
содержимого не увеличивается. ДНК оказалась в этом 
отношении необычным соединением, которому свойст- 
венен лишь небольшой (если свойственен вообще) обмен; 
иными словами, ДНК сохраняет свою целостность на 








Н молекулярном уровне. 
еде 7. ДНК представляет собой линейный неразветвлен- 
| ный полимер, что соответствует нашим представлениям 
Г © о генетическом материале как о линейной последова- 


тельности генов. Биполярными оказываются как про- 
межуточные гены, так и каждый промежуточный сег- 
РИС. 19-9. мент ДНК,поскольку каждый из 


дезоксирибозидов 
Полидезоксирибо- соединяется только с двумя другими дезоксирибозидами 
тид посредством своих 3’ и 5’ углеводных связей с фосфатом. 
В — пиримидиновые Данные о клеточной локализации ДНК, а также 


или пуриновые осно- все прочие приведенные выше сведения во всех отно- 
ен Е шениях согласуются с точкой зрения, согласно которой 
цитозин, тимин, адс- 460 сама ДНК представляет собой генетический мате- 


нин или гуанин) риал, либо она интимно связана с этим материалом. 
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ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ РНК 


{роме ДНК Н 
Кр ДНК существует другой тип нуклеиновой кислоты, найденный 


в хромосомах. Она названа Рибонуклеиновой кислотой, или РНК. РНК 
обычно встречается в комбинации с белком в фо бону а 
Содержание РНК в хромосомах ых А 
и между диплоидными ее й х варьирует в пределах одной клетки 
ри ми. ми одного и того же организма, соответ- 
ственно метаболической ‚активности клеток. Поэтому гипотеза, предпола- 
тающая, что химической основой генов в типичных (ДНК-содержащих) 
хромосомах служит РНК, представляется маловероятной. Тем не менее 
следует оосудить данные о химическом составе РНК, в особенности имея 
в виду ее сходство с ДНК. 
Хромосомная РНК, подобно ДНК, представляет собой длинный 
неразветвленныи полимер, состоящий из основных единиц, так называс- 
мых риоонуклеотидов, или риботидов. Риботид, подобно дезоксириботиду, 
представляет собой комбинацию органического основания, пентозы и фос- 
фата; отличие от ДНК состоит в том, что в данном случае пентоза пред- 
ставлена Р-рибозой (рис. 19—5), а не 2’-дезокси-Ю-рибозой. Другое отличие 
найдено в пиримидиновых основаниях, которые содержат РНК. Из двух 
пиримидинов, обычно обнаруживаемых в РНК, один — это цитозин 
(обнаруживается также в ДНК), а другой — урацил (2,6-оксипиримидин; 
в типичной ДНК не найден). Структура урацила представлена на рис.19—3. 
Два пурина, обычно обнаруживаемые в ДНК, — аденин и гуанин, также 
найдены и в риботидах. В РНК комбинация из основания и сахара назы- 
вается рибонуклеозидом, или рибозидом. Рибозиды соединены друг с дру- 
гом фосфатами, присоединяемыми к сахару в положениях 3’ и 5’, как 
ив ДНК, так что рис. 19—9 можетв такой же мере представлять и поли- 
риботид, если ввести кислород в каждое 2’ положение (делая каждый 
сахар О-рибозой), а тимин заменить урацилом, одним из обычно встре- 
чаемых в РНК оснований. Наконец, следует указать, что РНК также 


Таблица 19—1 
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абсорбирует ультрафиолетовые лучи с длиной волны 2600 А, но может 
быть удалена из хромосомы воздействием Рибонуклеаз (РНКаз). 

В заключение следует указать, что типичные хромосомы содержат 
два типа нуклеиновых кислот, ДНК и РНК. Они обычно встречаются 
в комбинации с белком, образуя нуклеопротеиды (дезоксирибонуклео- 
протеид и рибонуклеопротеид), в которых эти кислоты встречаются как 
полинуклеотиды (полидезоксириботиды и полириботиды). Каждый поли- 
нуклеотид построен из мононуклеотидов (дезоксириботидов и риботидов, 
соответственно), состоящих, в свою очередь, из фосфатов, присоединенных 
в 5’ положении нуклеозидов (дезоксирибозидов и рибозидов). Нуклеозиды 
в свою очередь состоят из пентозы (2’-дезокси-О-рибозы и О-рибозы), 
присоединенной к пиримидину (обычно к цитозину или тимину и к цито- 
зину или урацилу, соответственно) или к пурину (обычно аденину или 
гуанину). 

Эта терминология частично приведена в таблице 19—41. 

Хотя РНК в хромосомах не обладает ни должной количественной 
вариабельностью, ни постоянством, которого следует ожидать от обыч- 
ных хромосомных генов, она обладает той же линейной организацией, 
что и ДНК. Более того, некоторые вирусы, содержащие в основном рибо- 
нуклеопротеиды (вирусы гриппа, полиомиелита, энцефалита, вирусы, 
которые, подобно вирусу табачной мозаики, поражают растения, и опре- 
деленные вирусы бактерий), обладают генетическими свойствами, но не 
содержат ДНК. 

Поскольку в типичной хромосоме химическим веществом, обладающим 
генетическими свойствами, служит скорее всего ДНК, а не белок, то 
вполне оправдана точка зрения, согласно которой в перечисленных виру- 


сах роль химической основы генетической специфичности выполняет 
РНК, а не белок. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Эта глава представляет собой попытку пролить свет на химическую при- 
роду генетического материала. Поиски химических веществ со свой- 
ствами генетического материала привели к рассмотрению данных о бел- 
ке, обнаруживаемом в хромосомах, однако имеющиеся данные не под- 
тверждают предположения о том, что белок способен выполнять функции 
генетического материала. Было высказано предположение, согласно кото- 
рому ДНК представляет собой генетический материал или, по крайней 
мере, тесно связана с генетическим материалом в хромосомах. Эта гипо- 
теза основывается на следующих данных: сведения о локализации ДНК, 
ее количестве и распределении в митозе, мейозе, при оплодотворении; 
о полиплоидии и полинемии хромосом, о параллелизме между способно- 
стью ДНК поглощать ультрафиолетовые лучи и ее мутабильностью под 
влиянием ультрафиолетовых лучей; о сохранении молекулярной цело- 
стности ДНК и ее длинной линейной неразветвленной структуры. Пред- 
полагается также, что РНК может выполнять генетическую роль в опре- 
деленных вирусах, не содержащих ДНК. Представлены некоторые детали 
химической природы ДНК и РНК. 

Последующие главы посвящены дальнейшему обсуждению гипотезы, 
согласно которой ДНК (и в отдельных случаях РНК) либо является 
типичным генетическим материалом, либо интимно связана с ним. Конеч- 
ная цель подобного обсуждения — определение химических единиц 
генетического материала, соответствующих генетическим единицам ре- 
пликации, мутации, рекомбинации и функции. 
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ДНЕ, а не белок, играет ть ро допущение». сотлабна о ветоваму 
ЧИ Каново Ве а материала? Почему? 
х \ азличие между: 
а) мононуклеотидом и полинуклеотидом? ь 
6) нуклеотидом и нуклеозидом? 
в) пиримидином и пурином? 
г мы и дезоксирибозой? 
19.3. Напиг » пол трук 
Е. ею структурную формулу полириботида, имею- 
т ледовате: оснований: аденин рацил, гуанин, цит 
до я ин. 
19.4. Дайте название тимичу Е ИО 


как производном ацила. Какая 
4 часть термина «дезокситимидин» излишняя? Почему ы 


| 19.5. Какие доказательства В 








ы можете привести для подтверждения 


Е ча. согласно которой вирусы обладают генетическими свой- 
ствами? 


С б ^ т Е 
19.6. Как бы Вы приступили к измерению абсорбции ультрафиолето- 
вых лучей хромосомной ДНК и хромосомной РНК? 

19.7. Считаете ли Вы, что имеющиеся в настоящее время данные дока- 


зывают окончательно, что ДНК представляет собой генетический мате- 
риал хромосом? Почему? 





19.8. Каково Ваше мнение относительно гипотезы, предполагающей, 
что ДНК служит химической основой рекомбинации, а белок — хими- 
ческой основой функции генов? 

19.9. Достаточно ли сложна ДНК, чтобы служить в качестве хими- 
ческой основы действия гена? Объясните. 

19.10. Считаете ли Вы, что термину «хемон» можно дать приемлемое 
определение? Обоснуйте Ваше мнение. 


19.44. Рассмотрите черты сходства и различия между ДНК и РНК. 
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Глава 20 


ОРГАНИЗАЦИЯ И РЕПЛИКАЦИЯ 
ДНК Г\ УГО 


В предыдущей главе были представлены данные, косвенным образом 
подтверждающие предположение о том, что ДНК служит химической 
основой хромосомного генетического материала. Там же была описана 
первичная структура ДНК, представляющая собой единичную длинную 
неразветвленную поляризованную цепь нуклеотидов. Если полимерная 
ДНК — это генетический материал, то следует ожидать, что он линейно 
дифференцирован, так что следующие друг за другом участки могут 
представлять собой различные гены. Такая дифференциация не может 
быть обусловлена ни дезоксирибозой, ни фосфатом, поскольку каждый 
из них присутствует в каждом нуклеотиде. Поэтому все различия в гене- 
тической информации по длине цепи ДНК, по-видимому, обусловлены 
входящими в ее состав органическими основаниями. Поскольку виды 
отличаются генетически, можно думать, что они отличаются между собой 
количеством ДНК или содержанием оснований. 

В табл. 20—1 приведено содержание ДНК в теномах организмов раз- 
личных типов. Как правило, чем выше место, которое организм занимает 
на эволюционной лестнице, тем больше ДНК содержит его геном. Воз- 
можно, правильнее говорить об увеличении содержания ДНК в геноме 
с увеличением числа функций, контролируемых генами. ДНК, выделен- 
ные из организмов разных видов, были подвергнуты гистохимическому 
анализу для определения составляющих их органических оснований. 
В табл. 20—2 показаны количества аденина (А), тимина (7), гуанина (Г) 
и цитозина (Ц) в процентах от общего количества оснований в экстракте, 
принятого за 100%. Видны значительные различия в относительной 
частоте встречаемости оснований. Наряду с организмами, относительно 
богатыми А и Т и бедными Ц и Г (морской еж), встречаются организмы, 

У которых А и Т значительно меньше, чем Ц и Г (микобактерии тубер- 
кулеза). Образцы ДНК, взятые от весьма далеких видов, содержат раз- 
личные количества всех четырех оснований. 


Таблица 20—1 


СОДЕРЖАНИЕ ДНК В РАЗНЫХ ОРГАНИЗМАХ 
(ЧИСЛО ПАР НУКЛЕОТИДОВ НА ГЕНОМ) 





Человек, мышь, кукуруза 5—7 х 10° 


Дрозофила ........ 8х 107 
Азреге ив. ее. 4х 107 
Изепетзотвал. - п’. м. 1х 40? 
Бактериофаг Т4 ..... 2х 105 
Бактериофаг Х 174... 4,5 Х 103 (однонитевая) 





Позволяют ли эти данные предполагать, что измене: 
ности оснований могут обусловливать генетические 
положение о том, что различные последовательности 
оснований обеспечивают специфичность различных г 
ниц, согласуется с тем фактом, что цыплята, лосось 
отличающиеся генетически, имеют очень близкие соотн. 
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ние последователь- 
различия? Пред- 
одних и тех же 
енетических еди- 
и саранча, сильно 
ошения оснований. 


2 о 




















й. 
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Таблица 20—2 
НУКЛЕОТИДНЫЙ СОСТАВ ДНК РАЗНЫХ ОРГАНИЗМОВ 





Аденин Тимин Гуанин Цитозин 





Человек (сперма) 








г 0 4 
т Е 
оеоСь т 294 208 4 
Саранча. .. 3 20.5 7 
Морской еж. 8 177 7 
Дрожжи . НА $, 13,8 й 
Васи; аифегси!0515 1 34 9 4 
Езсйетста сот 5,1 24.9 УЛ 
Вирус осповакцины 5 206 

Колифаг Т2. 6 18,2 











* 5-оксиметилцитозин. 





Можно, правда, предложить другое объяснение, согласно которому эти 
виды представляют собой молекулярные полиплоиды, отличающиеся 
только числом молекул ДНК, которые они содержат. Однако эта гипо- 
теза, по-видимому, не приемлема; известно, что хромосомная полиплои- 
дия внесла незначительный вклад в эволюцию, по крайней мере, в эво- 
люцию животных (главы 44, 18). 

При проведении относительно грубых гистохимических анализов 
для определения общего количества ДНК в клетках с высоким содер- 
жанием ДНК следовало ожидать получения примерно одинаковых соот- 
ношений оснований у различных представителей одного и того же вида. 
Такое предсказание подтвердилось. Более того, найдено, что в различных 
нормальных и раковых тканях одного человека и у разных людей наблю- 
дается одинаковое соотношение оснований. Тем не менее, ожидается, 
что геном содержит много молекул ДНК, отличающихся не только содер- 
жанием оснований, но и их последовательностью. р 

Различия между видами в величине соотношения 5 (которое для 
микобактерии туберкулеза равно 0,4, а для морского ежа примерно 1,8) 
вполне согласуется с известными нам данными о химической структуре 
ДНК, так как сама нить ДНК не определяет ни тип, ни частоту встре- 
чаемости оснований по длине нити. Однако существует поразительное 
равновесие в количествах А и Т и Ги Цв ДНК определенного НЕ 
(табл. 20—2). А так как в каждом виде А=Т и Г=Ц, то вполне очевидно, 
что А + Г=Т - Ц; иными словами, в ДНК общее количество пуринов 
оличеству пиримидинов. Хотя это правило и ока- 
залось справедливым для всех вышеперечисленных хромосомных ДНК, 
этот важный факт невозможно объяснить Ее: т ПОВ НО Са 
турой ДНК. Тот факт, что первичная структура нЕ ие. 
организмов, позволяет предположить, что а зак она 
ность определяется О дополнительными общими структурных» 
о. и Г=Ц можно понять в свете исследований Е 
шенно иного типа. Уже давно известно, что пучок ты т 
проходя через вещества, изгибается, или ооо ы ть ое, 
через которое проходят лучи, гетерогенно по На я 
молекул, то в преломлении пучка не удается Е р а к 
закономерности. Если же вещество состоит из Е => и 
и (или) молекулярных субъединиц, которые На Во 





всегда равно общему к 
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й жены в определенном порядке, то проходящий 
через него пучок рентгеновых лучей дает хо- 
рактерную дифракцию. Характерная картина 
дифракции рентгеновых лучей может быть ис- 
пользована для идентификации единиц и субъ- 
единиц, которые повторяются в определенных 
интервалах пространства. Так, было показано, 
что каждый нуклеотид в цепи ДНК занимает 
3,4 А длины цепи; такую повторяемость нуклео- 

848 тидов можно установить по характерной кар- 
тине дифракции рентгеновых лучей, а именно 
по черным пятнам, локализованным симметрич- 
но вблизи верхнего и нижнего краев на фото- 
графиях рис. 20—41. 

Характер дифракции рентгеновых лучей 
был определен для ДНК различных видов. 

В ряде случаев ДНК не выделяли из ядер, 

тогда как в других случаях ее выделяли и ос- 

вобождали от белка, входящего в состав нуклео- 
протеида. Промежутки между участками ДНК 

7 10А и, следовательно, характер дифракции зависят 

о, от степени гидрирования ДНК. Во всех слу- 
ам й чаях, когда ДНК соответствующим образом 

р А ом гидрирована, получены по существу одина- 

м | ковые рентгенограммы, характерные для ДНК 
(рис. 20—1). Изучение этих рентгенограмм по- 

РИС 20-2. казало, что наряду с повторяющимися едини- 

Модель двунитчатой ДНК, Цами, длиной в 3,4 А, существуют другие по- 

имеющей слиральную кон- вторяющиеся единицы, присутствие которых 

фигурацию по Уотсону можно объяснить только тем, что ДНЕ встре- 

Ех чается обычно не в виде одной нити. (В то же 

время методом дифракции рентгеновых лучей 
показано, что РНК обычно однонитчата). Сле- 
довательно, эти результаты ясно указывают на существование вто- 
ричной структуры ДНЕ, нормально обнаруживаемой во всех хромосомах. 

(О существовании вторичной организации ДНК какого-то типа можно 

было заключить на основании независимо установленных равенств А=Т 

и ГЦ). Простейшее объяснение результатов, полученных Вилкинсом 

и соавторами при изучении дифракции, предложили Уотсон п Крик 

(1953а). Согласно их гипотезе, молекула ДИК обычно состоит из 

9ву2 нитей (рис. 20—2); каждая нить представляет собой полинуклеотид; 

обе нити закручены относительно друг друга таким способом, что без 
свободного вращения их концов они не могут раскрутиться. Скручивание 
такого типа получило название плектонемного (т. е. подобного скру- 
чиванию нитей каната) в отличие от паранемного скручивания, которое 
позволяет разделение двух спиралей без вращения их концов (так могут 
быть разделены две пружины, прежде соединенные вместе «бок-в-бок»). 

Модель Уотсона — Крика, объясняющая вторичную организацию 
макромолекул ДНК, предполагает наличие Двоиной спирали, в которой 
каждая нить закручена направо (т. е. по часовой стрелке). То же самое 
направление спирали обнаружено во вторичной структуре аминокислот- 
ных цепей полипептидов. 

Основу двойной спирали составляют пентозо-фосфатные остовы каждой 
нити, тогда как относительно плоские основания лежат перпендикулярно 
продольной оси нити в центре спирали (на рис. 20—2 указана вертикаль 
ной прерывистой линией). Длина каждого витка остова составляет 34 А. 
Каждый нуклеотид занимает 3,4 А по длине нити; поэтому на полный 
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РИС. 20-1. 

Рентгенограммы соответствующим образом гидри - 
рованных нитей ДНК, показывающие так назы- 
ваемую 3-конфигурацию, полученную при ис- 
пользовании натриевой соли ДНК] (А) и при 
использовании литиевой соли днк! (Б). Такая 
рентгенограмма позволяет провести наиболее пол- 
ный анализ конфигурации молекулы 








\ В М № 1 
| ющей связи, соединяющей основания в р 1 





виток приходится 10 нуклеотидов = з 
ся ы ‚ и каждый 
следующий нук: зотид отходит от преды; ег 
в горизонтальной плоскости под углом о ы 
что 10 нуклеотидов составляют 360° необх я: 
мых для завершения полного витка) к 

Обе спирали удерживаются вест 
мощи химических связей между ось НИЯМИ 
растол женными на различных нитях. Было 
нам). что эти две нити способны образовы- 
вать пр `льную двойную спираль, диаметр 
которои равен приблизительно 20 А, только в 
том случае, если основания на различных ни- Н 
тях соединены в пары, каждая из которых б 


включает один пиримидин и один пурин. Со- 
единение двух 
коль’ 


по- 





Цитозин Н пуании 


пиримидинов (имеющих одно- 
0 структуру) ооразовало бы слишком 
Кор й мост между углеводно-фосфатными 
остов& тогда как соединение двух пуринов 
(имеющих друкольцевую структуру) заняло 
бы слишком большое пространство. Кроме то- 
го, показано, что пурин-пиримидиновое спари- 
вание должно происходить либо между Ц и Г, 
либо м кду ТиА, так как только в этом слу- СНз о и 
чае между н` ми образуется максимальное коли- а 
чество стах иизврующих связей. Тип стаби- м. —- рый 





Р “ =М 
называется водородной связью, или я о : 


В 
«Н-‹.. 0». Пары оснований, соединенных Тимин Абенин 


Н-связями (показанными прерывистыми линия- 
ми) представлены на рис. 20—3; указаны также 
водородные атомы, которые отсутствуют в слу- 
чае соединения пар основании с остовом. 
} ”хней половине рисунка показаны пары 
) и Г Ц. Следует указать, что в Ц-—1 
паре цитозин перевернут (слева направо) от- 4 | 
носительно положения, продотавченного на ря. еб те 
19—3. Образуются три Н-связи. Две связи о 
разуются между МН и О (6-МН» цитозина © 
Аза рат а: 2—0 цитозина с 2 — МН» гуа- с 
ани: 4 М зина и 1 = МН Образование пар основании 
ина) и одна между 1 ие ЩИТЕ : : Г = между отдельными нитями 
гуанина. Пара Г: Ц идентична паре Ц : Г за днк 
исключением того, что в этом случае перевер- 
нутым основанием оказывается гуанин. ы 
На нижней половине рис. 20—3 показан другой тип спаривания осно- 
ваний Т:А (или А:Т), в котором ТиА, соответственно, повернуты 
относительного того положения, которое было показано на рис. 19—3 
и 194. В этой паре образуются только две водородные связи, причем одна 
между 6—О тимина и 6-МНь аденина, а другая между 1—МН тимина 
и 1 — М аденина. Н-связь представляет собой слабую химическую связь 
по сравнению с С — Ссвязью; однако вдоль двойной спирали их насчи- 
тывается так много, что в целом образуется паракристаллическая струк- 
тура, весьма жесткая, даже ВО ее умеренной гидратации. Следует 
Указать, что область, окружающая два спаренных нуклеозида, может 
быть разделена на две части относительно пентоз. Меньшая ее часть 
названа малым желобком (область, окружающая нижние части пар 
оснований, показанных на рис- 20—3), ббльшая часть получила название 
большого желобка (область, окружающая их верхние части). 





РИС. 20-3. 
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РИС. 20-4. 


Противоположная направленность эфиро-фосфатных связей`в ‚двух 
нитях двойной спирали ДНК 


Напомним, что конфигурация двойной спирали не определяет после- 
ковательности оснований по длине цепи. Однако следует также напомнить, 
что размеры пиримидинов и пуринов и их Н-связи определяют спарива- 
ние А одной цепи только с Т другой цепи, а также Ц с Г, в результате 
чего образуется двойная спираль определенного диаметра, нити которой 
скреплены друг с другом максимальным числом Н-связей. Так как АиТ 
всегда идут вместе (так же, как и Цс Г), существование равенств А=Т 
и ЦЕГ, обнаруженных при химическом анализе ДНК, по-видимому, при- 
обретает определенный смысл в качеств прямого следствия особенностей 
вторичной структуры ДНК. Действительно, эти химические равенства 
обеспечили первое независимое подтверждение модели Уотсона — Крика, 
построенной первоначально на основании результатов, полученных при 
изучении диаграмм дифракции рентгеновых лучей и некоторых других 
соображений. 

Как уже указывалось, для образования максимально возможного 
количества Н-связей между пурином и пиримидином необходимо, чтобы 
один из них был перевернут так, чтобы атомы, находящиеся в положе- 
нии 1, были обращены друг к другу. Такое положение весьма суще- 
ственно для ориентации двух цепей, соединенных друг с другом, как 
показано на рис. 20—4. Все основания в цепи справа располагаются обыч- 
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РИС. 20-5. 


Схематическое изображение предполагаемого хода реп- 
ликации ДНК после разделения нитей 


ным путем, тогда как те, что расположены в левой цепи, перевернуты. 
Для соединения каждого основания с сахаром тем же способом молекулы 
сахара должны быть расположены, как показано на рисунке. Следует 
указать, что в правой части цепи связи РО. с сахаром читаются сверху 
вниз как 3’5’, 3'5'и т. д.; если же читать тем же способом левую чаеть 
цепи, то связи читаются как 5'3',5'3' и т. д. Иными словами, две цепи 
двойной спирали. идут в противоположных направлениях, как показано 
стрелками. , 

Результаты изучения дифракции рентгеновых лучей, позволившие 
создать гипотезу о двойной спирали, не дают ответа на вопрос, вся ли 
ДНК в хромосомах двунитчатая или в определенных местах и в опре- 
деленное время она может быть в однонитчатом состоянии. Такие данные 
указывают лишь на то, что довольно значительная часть хромосомной 
ДНК у широкого круга изученных организмов находится не в однонит- 
чатом состоянии. С помощью химических анализов и дифракции рентге- 
новых лучей изучали также содержание и организацию ДНК в вирусах, 
поражающих бактерии. Данные, полученные для фагов Ть и Тт, напри- 
мер, полностью согласуются с моделью Уотсона и Крика, предполагаю- 
щей двойную спиральную конфигурацию ДНК. Однако в зрелых час- 
тицах двух других более мелких вирусов (ф Х 174 из 13) ДНК найдена 
в однонитчатом состоянии. Об этом можно судить по наличию в неоди- 
наковых количествах А и Т и соответственно Ц иГ, а также по отсут- 
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ствию характерной для вторичной структуры картины на фотографиях 
дифракции рентгеновых лучей. ви 
В случаях, когда ДНК находится в конфигурации двойной спирали, 
можно считать, что одна нить комплементарна другой; следовательно, 
если нам известна последовательность оснований в одной ниги, то можно 
точно определить состав другой нити. Так, если одна нить имеет после- 
довательность оснований АТТЦГАЦ, другая нить должна содержать 
в соответствующей области ТААГЦТГ. 
Если ДНК представляет собой генетический материал, то следует 
ожидать, что она реплицируется с такой же точностью, как и генетиче- 
ский материал. Последовательность оснований на одной цепи комплемен- 
тарна последовательности на другой, поэтому сразу же возникает про- 
стое объяснение способа репликации двойной спирали, основанное на гипо- 
тезе Уотсона и Крика (Г. \Уаёзоп, Е. СгШк, 1953 Ъ, с): две цепи сначала 
отделяются друг от друга и затем каждая из них строит комплемен- 
тарную себе нить. Предложенное объяснение получило название «гипотезы 
репликации ДНК посредством разделения нитей». В этом случае каждая 
нить служит шаблоном, матрицей для построения новой нити. Известно, 
что сложные поверхности (подобные скульптурам) могут быть точно скопи- 
рованы, если сделатьшаблон, который, свою очередь, может быть использо- 
ван для изготовления второго шаблона. Второй шаблон в этом случае ока- 
жется точной копией исходной конфигурации. В данном случае каждая 
из двух комплементарных нитей может рассматриваться как шаблон, 
или матрица, для другой нити. Одна или обе нити действуют в качестве 
шаблонов, на которых синтезируются комплементарные нити. На рис. 20—5 
показана одна из вероятных схем репликации. В верхней части рисунка 
видно, как две нити начинают расходиться в результате разрыва Н-свя- 
зей. В центре показаны две отдельные нити и отдельные нуклеотиды или 
их предшественники. Когда свободные нуклеотиды достигают отдельной 
цепи, их основания должны здесь связываться с помощью водородных 
связей. После того как два или более нуклеотидов соединятся с отдель- 
ной цепью, по-видимому, их должен связать между собой некий фермент, 
чтобы образовалась новая цепь. Внизу на рисунке показаны участки 
комплементарных цепей, синтез которых уже закончен. 

М. Мезельсон и Ф. Сталь (М. Мезе]зоп а. Е. \У. 56а, 1958) показали, 
что можно провести эксперименты, которые позволят проверить одно- 
временно правильность ‘гипотезы, предполагающей структуру ДНК 
в виде двойной спирали, и гипотезы о репликации цепей после их разъе- 
динения. Напомним, что каждое пиримидиновое или пуриновое основание, 
обычно находимое в ДНК, содержит соответственно два или четыре атома 
азота. Эти атомы обычно представляют собой «легкий» азот М-14. 
Можно вырастить бактерии в культуральной среде, содержащей азот 
только в форме более тяжелого изотопа, М-15, так называемого тяже- 
лого азота. В результате почти вся ДНК, присутствующая в клетках, 
прошедших ряд генераций на этой среде, синтезируется с использованием 
тяжелого азота. Допустим также, что можно синхронизировать размно- 
жение бактерий, содержащих «тяжелую» ДНК. Что произойдет, если 
быстро отмытые бактериальные клетки поместить в культуральную среду, 
содержащую только «легкий» азот, и позволить им синхронно размно- 
жаться и далее? ДНК должна реплицироваться каждый раз, когда имеет 
место клеточное деление. Во время первой репликации ДНК две цепи, 
содержащие тяжелый азот, должны отделиться друг от друга, и каждая 
цепь будет служить шаблоном для синтеза комплементарной цепи, содер- 
жащей только «легкий» азот. В результате после одной репликации ДНК 
плотность молекул ДНК должна стать строго промежуточной между 
плотностью «легкой» и плотностью «тяжелой» ДНК. Для проверки этого 
предположения ДНК экстрагируется из «тяжелых», а также из «легких» 
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РИС. 20-6. 


Проверка гипотезы о «репли- 
кации после разделения цепи» 
с использованием центрифуги- 
рования в градиенте плотности. 


ДНКЕ‘окстрагирована из бактерий, 
содержащих тяжелую ДНК (мечен^ 
ную №5). Бактерии ‘выращивали 
в течение различных периодов вре- 
мени на среде, содержащей легкий 
(№) азот. Экстракты подвергали — 
‘ультрацентрифугированию для рас- ый у 
пределения ДНК в центрифужной 

пробирке согласно ее плотности, : 
(Увеличение плотности на фото — тей 
в направлении направо). В колонке 

а на серии фотографий показано по- р 
глощение ультрафиолетовых лучей у [1 
полосами ДНК. В колонке б при- - ТЕ 
ведены пики, записанные 11а спе- 

циальных измерителях плотности. 
Крайняя справа полоса в ‘нижних 
двух кадрах и полоса в верхнем 
кадре соответствуют наличию толь- , 

ко тяжелой ДНК. Самая левая по- | 19 
лоса, ясно различимая во всех об- ,. Е 
зазцах после 1,5 генераций, соот- 

ветствует легкой ДНК. Единствен- 

ной другой отчетливо видной поло- 

сой является полоса, располагаю- 

щаяся между тяжелой и легкой по- 

лосами; она появляется поспе 1,0 ) 
тенерации и представляет собой 

ДНК гибридную`по плотности меж- 

ду тяжелой и легкой ДНК. После 

1,9 генераций половина ДНК лред- 

ставлена легкой ДНК, тогда как == 
другая половина характеризуется я 

гибридной плотностью (см. кадр и 
кривую для смеси проб 0 и 1,9) ГЫ 19 
(по М. Мезельсону иФ. В. — МЕ 
Сталю. Ргос. Маф. Аса@. $с1. 9. 

5. 1958, 44, 675) 








бактерий. Эти экстракты, служащие контролем, подвергаются ‚ультра- 
центрифугированию сначала отдельно, а затем вместе в жидкой среде, 
содержащей хлористый цезий. Примерно через 20 часов ультрацентри 
фугирования устанавливается градиент плотности, поскольку самая 
высокая концентрация хлористого цезия создается на дне пробирки для 
ультрацентрифугирования, а самая низкая — вверху. В такой пробирк 
НК занимает положение, соответствующее ее собственной плотности. 
Положение ДНК в градиенте плотности можно т то орт 
щению ею ультрафиолетовых лучей с длиной волны ее = 
были найдены две отдельные полосы ДНК: одна, содержащая тяжел у », 
п другая, содержащая «легкую» ДНК. Если ДНК а чеы ры. 
личные периоды времени после того, как «тяжелые» т 4 ы кие 
щены в среду, содержащую «легкий» азот, то полоса 2. о роррае 
после ультрацентрифугирования пореднизатазь из положения ааа 
ДНК в положение, строго промежуточное между мы ох мо 
и «легкой» ДНК (рис. 20—6). Такой результат строго ры ме 
даемому при том условии, что Де аитиН9 ок 
7 н ч Е 
а се т о вой дополнительной репликации ДНК? 
и г $ 3 т. 
В том случаю дио опи тибрядной ДЫК долины рава а ка вы 
кая», таки «тяжелая» цепи должны построить Ея а Е 
цепи. Следовательно, после этой второй репликац р НЕЕ 
образующихся двойных цепей ДНК будет состоять х а 
в то время. как другая половина будет орт и р т самом деле 
ДНК, промежуточные между «легкими» и ен, нее. 
в образцах ДНК, взятых в более поздние интервалы вр . робе 
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после ультрацентрифугирования вместо одной полосы, располагаю 
в промежуточном положении, найдено две полосы, из которых одна 
мает положение «гибридной» ДНК, а другая — положение «легкой» 
ДНК. Более того, следует указать, что время, необходимое для перехода 
от «тяжелых» к «гибридным» молекулам или от «гибридных» к 
«легких» и половине «гибридных» молекул, 
периоду существования бактериальной генерации. 


Щейся 
зани- 


утверждать, что двойная 
ения цепей, сопровождаю- 
а в результате добавления 


ходной, двойной цепи. Про- 
верить это объяснение можно двумя путями. 


‚ 

если нативная двунитчатая ДНЕ нагрета 
ратуры (приблизительно до 98° С), то Н. 
ментарные нити разделяются. Двунитчат. 
нием А -|- Т/Г -- Ц становится однонитчатой при более низких темпера- 
турах, чем ДНК с низкой величиной этого соотношения. Это объясняется 
тем, что в ДНК первого типа значительно выше содержание А — Т, 
каждая пара которых имеет на одну водородную связь меньше, чем 
Ц — Г пара. Поэтому требуется значительно меньшее количество энер- 
тии для разрыва меньшего количества водородных связей. Если соответ- 
ствующим образом нагретую смесь быстро охладить, цепи остаются 
однонитчатыми, образуя денатурированную ДНК. Такая тепловая дена- 
турация с последующим быстрым охлаждением ведет к образованию 
отдельных нитей из двунитчатой спирали, о чем свидетельствует утрата 
этой частью ДНК прежде свойственной ей дифракции рентгеновых лучей, 
характерной для многонитчатости. Сдвиг в сторону однонитчатости 
сопровождается также увеличением абсорбционной способности в отно- 
шении ультрафиолетовых лучей с длиной волны в 2600 А примерно на 40%; 
следовательно однонитчатая ДНК гиперхромна. Ее плотность также 
несколько выше, чем у двунитчатой ДНК. Если нагретую смесь, содер- 
жащую денатурированную ДНК, медленно охладить, то происходит 
спаривание оснований с образованием ренатурированной ДНК, для 
которой характерен гипохромный эффект и которая при и. 
тера дифракции рентгеновых лучей дает картину, 
ной спирали. 

Второй способ проверки гипотезы о синтезе ДНК на концах спирали 
основан на превращении «легких» и «тяжелых» молекул днк в одно- 
нитчатые и определении положений двух типов отдельн 
бирке после ультрацентрифугирования. Затем «гибрид. 
водят в однонитчатое состояние и ультрацентрифугиру 
таким образом препарате были обнаружены только дв 


-связи разрываются и компле- 
ая ДНК с высоким соотноше- 


зучении харак- 
соответствующую двой- 


ых нитей в про- 
ную» ДНК пере- 
ют. В полученном 
а основных компо- 
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ве ей которых локализуется в положении «легкой» нити, а дру- 
ложении «тяжелой». Такой результат также не согласуется 
с проверяемой гипотезой. Прове 


й, но и служат дополнитель- 


ным подтверждением гипотезы о репликации ДНК после разделения 


цепей. 
Подобные эксперименты и с аналогич 


ствлены 5 одноклеточном растении СМатуйотопаз, а также на высших 
организмах, включая человека. Однозначный ответ в результате всех 


этих экспериментов, по-видимому, позволяет сделать окончательный 
вывод о правильности гипотезы Уотсона — Крика в отношении двойной 
спиральной конфигу 


р рации” хромосомной ДНК и ее репликации после 
разделения нитей. 


ным результатом были осуще- 


Несмотря на то, что ядерная ДНК большинства организмов пред- 
ставлена в виде нуклеопротеида, связанного с гистонами или прота- 
минами, ДНК бактерий и поражающих их вирусов, по-видимому, 
существует без соединений с основным белком (Н. В13 п. В. 1. СВапд- 
1ег, 1964). В последнем случае ДНК-содержащие нити имеют диаметр 
около 25 А. Обычные хромосомы, вероятно, полинемны в отношении 
двойных спиралей ДНК (\\. 1. Реаскоск, 1963), хотя точное число двой- 
ных спиралей в хроматиде еще не установлено. Основная нить в прота- 
мин-содержащем спермии, состоящая из двойной спирали ДНК, соеди- 
ненной с основным белком, по-видимому, имеет диаметр около 40 А. 
В клетках, содержащих гистоны, две двойных спирали ДНК, связанные 
друг с другом и с гистоном, образуют нить толщиною примерно 100 А. 

Рассмотренные до сих пор данные не отвечают на вопрос о том, что 
представляют собой концы ДНК-полимера. Возможно, что ДНК пред- 
ставляет собой кольцевую молекулу, хотя это объяснение и оставляет 
нерешенной проблему разделения цепей при отсутствии свободных кон- 
цов, способных вращаться. В ДНК, экстрагированной из спермы чело- 
века, примерно 0,1% «очищенного» материала состоит из аминокислот 
(А. Вепа1сь и. Н. 9. Возепсгапя, 1963). Воздействие протеолитических 
ферментов на ДНК в тех точках, где она соединена с аминокислотами, 
приводит к ее выраженной деполимеризации. Эти результаты показы- 
вают, что длина ряда, образуемого аминокислотами, невелика и, следо- 
вательно, они должны локализоваться скорее внутри, а не на концах 
нити ДНК. Установлено, что в среднем на тысячу нуклеотидов прихо- 

дится один ряд из трех аминокислот. Ряды аминокислот, по-видимому, 
связаны с фосфатами ДНК не в виде боковой цепи, а как составная часть 
молекулы. Таким образом, 06тов нити ДНЕ, а. 
содержит короткие аминовислотные ряды. Примерно около % амино- 
кислот в ДНК представлено оксиаминокислотами, у и кОм: 
и 10—45% приходится на глутаминовую кислоту. нализы о 
что, как и ожидалось, аминокислотой, присоединяемоий к фосфату ДНК, 
часто оказывается серин. Сообщалось также о наличии к 
У ДН охото чека А У О 
По- НК хромосом слю хя к 
сы М. МеНепзею, 1983). ра 
Если эти результаты получат подтверждение, то важность их буд 
‹ак они показывают, что в состав ДНК входят 
трудно переоценить, так к `оетолько коротки, что, будучи промежуточ- 
ряды аминокислот, которые остойчивыми к действию протеолитических 
ными элементами, могут быть У аббат 
ферментов. Такие аминокислотные группы могут уч ь ЕЕ 64608 до- 
1) в изгибе двойных спиралей днк о д о 
у ктуры), особенно там, тдеД многокр: ру ; 
о - посредством которого осуществляется разделение 
2 ‚ ь 
нитей, ведущее к началу репликации, 
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3) в разделении функциональных единиц ДНК; 
4) в функционировании отдельных единиц ДНК; 
5) в механизме кроссинговера; 
6) в мутагенезе, определяемом агентами, способными поражать амино- 
кислоты. (И. А. Рапопорт и Р. Г. Костяновский, 1959). 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


ДНК ш у уо обычно существует в конфигурации двойной спирали, 
модель которой предложена Уотсоном и Криком. ДНК реплицируется 
после разделения нитей посредством образования комплементарных 
нитей. 

У некоторых вирусов, например ф Х 174 ит $ 13, ДНК однонит- 
чата. У бактерий и бактериальных вирусов ДНК не связана с белком, 

Для обычных хромосом установлено, что основная нить толщиной 
40 А содержит протамин и одну двойную спираль ДНК; основная нить 
толщиной 100 А составлена из гистона и двух двойных спиралей ДНК. 
Хроматида, вероятно, содержит ряд нитей толщиной 100 А. Молекула 
ДНК, по-видимому, периодически прерывается короткими линейными 
аминокислотными группами. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


20.1. Можете ли вы сделать какие-либо выводы из того факта, что 
большинство изученных многоклеточных организмов содержит больше 
А-Т, чем Ц - Г? 

20.2. Почему предполагают, что многие молекулы ДНК, содержащиеся 
в геноме, должны отличаться последовательностью оснований и содер- 
жанием различных оснований? 


20.3. Сколько различных пар оснований встречается обычно в двой- 
ной спирали ДНК? Назовите их. 

20.4. Если при рассмотрении с одного конца спираль оказывается 
правовращающейся, будет ли она также правовращающейся при рас- 
смотрении с другого конца? 

20.5. Если допустить, что синтез идет на концах двойной спирали 
ДНК, то какую картину следует ожидать в пробирке после ультрацен- 
трифугирования ДНК, обработанной звуком, или ДНК, превращенной 
в однонитчатую? 

20.6. Как можно доказать, что нагревание двойной спирали вызывает 
разделение цепи? 

20.7. Когда ДНК бывает однонитчатой? 

20.8. Двойная спираль ДНК имеет на одной нити последовательность 
оснований АТТАГЦА. Можете ли Вы допустить перестановку после 
разрыва остова в двух местах на этой одной нити? Объясните. Можете 
ли Вы допустить перестановку, если остов комплементарной цепи также 
разорван в тех же двух участках? Объясните. 

20.9. Даны две двойные спирали, остовы которых разорваны в мес- 
тах, указанных точками: 

АТЦГ.ГЦАТ АТ-ТАГ 
ТАГЦ.ЦГТА ТА-АТЦ 


Назовите последовательность оснований, которая может встретиться 
после реципрокной транслокации между двойными спиралями. 

20.10. Перечислите ошибки, допущенные на рис. 20—5. 

20.11. М. Грин и М. Пина (1963) сообщили, что соотношение Г + Ц 
У ряда опухолеродных вирусов человека и животных одинаково и при- 
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том ниже, чем соотношение Г-+Цу вирусов, не вызывающих опухоли. 
Обсудите возможную связь такой аномалии с появлением и действием 
опухолеродных вирусов. 
9 + > [3 
20.12. Укажите на рис. 20—4 малый и большой желобки двух пар 
нуклеотидов. Обсудите правильность этого рисунка. 
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Глава 21 


РЕПЛИКАЦИЯ ДНК 1% УТВО 


В предыдущих главах этой книги (стр. 18) уже высказывалось пред- 
положение о том, что ауторепликация — это характерное свойство гене- 
тического материала. Принимая во внимание косвенные данные, под- 
тверждающие, что хромосомная ДНК представляет собой генетический 
материал, постараемся теперь получить как можно более подробные 
сведения о репликации двойной спирали ДНК. Данные о синтезе ком- 
плементарных нитей после разделения цепи ДНК (глава 20) можно счи- 
тать доказанными. Однако еще не представлено доказательств относи- 
тельно того, как осуществляется эта репликация. Ранее (см. рис. 20—5 
и обсуждение на стр. 286) высказывалось предположение о существо- 
вании механизма с участием фермента, соединяющего нуклеотиды друг 
с другом, в результате чего образуется новая комплементарная нить. 

Так как для линейного соединения нуклеотидов несомненно требуется 
энергия, то следует обсудить вопрос об источнике такой энергии. Суще- 
ствуют многочисленные данные, согласно которым значительная хими- 
ческая энергия содержится в одном из рибонуклеотидов — аденозин- 
трифосфате (АТФ), т. е. рибозид-5’-трифосфате (рис. 21—1). Энергия, 
служившая для связывания двух фосфатов с аденозинмонофосфатом, 
становится доступной после того, как АТФ вступает в реакцию с дру- 
тими нуклеотидами или кислотами и утрачивает два своих концевых 
фосфата, освобождая их в виде неорганического пирофосфата. Поскольку 
известно, что АТФ служит источником энергии для многих химических 
реакций в клетке, то можно предположить, что АТФ снабжает также энер- 
гией реакции, в результате которых происходит соединение отдельных 
девоксириботидов в нить ДНК во время репликации. 

ДНК, выделенная из ядра и освобожденная от белка, еще сохраняет 
основные свойства, которые характерны для нее 11 зи (в живой клетке). 
Поэтому можно изучить синтез ДНК и вне этих условий. Что нужно 
экстрагировать из клеток, чтобы изучать синтез ДНК № уйго? Очевидно, 
следует использовать весь аппарат, нормально применяемый для этой 
функции клеткой. Существует точка зрения о продольном разделении 
цепи ДНК на нити, которые служат в качестве матрицы для синтеза ДНК; 
следовательно, экстракт должен содержать клеточную ДНК. В качестве 
источника энергии, необходимой для синтеза, к экстракту добавляется 
АТФ. Можно добавить также Мес; известно, что ионы магния, Мо*", 
активируют многие ферменты, поэтому предполагается, что они будут 
действовать таким же образом и на фермент, участвующий в образовании 
нити ДНК. 

Как определить, что в экстракте происходит синтез ДНК? Любой 
неочищенный клеточный экстракт может содержать ДНКазу, которая 
способна деполимеризовать или вызвать иным способом деградацию 
ДНК гораздо быстрее, чем ДНК будет синтезироваться. Доказать реаль- 
ность синтеза ДНК в случае, когда увеличения количества ДНК не наб- 
людается, можно, применив дезоксирибозид тимидин, у которого пири- 
мидин мечен радиоактивным (14, и добавив этот «горячий» реактив 
к экстракту. Если какое-либо количество радиоактивного тимидина 
включается в ДНК, то это свидетельствует о том, что реакция синтеза 
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РИС. 21-1. 


Аденозин-5’-трифосфат 
(АТФ) (АФФФ) 





идет, так как подобное включение в 
синтеза. 


Наконец, следует получить экст 


ДНК происходит только во время 


ракт из растущих и быстро делящихся 
клеток, так как, вероятно, именно они содержат максимальные количе- 
ства необходимых для синтеза ДНК веществ. 

Учитывая все эти факторы, осуществляют эксперимент с использо- 
ванием экстракта из бактериальных клеток Езсйенема сой 1. К экстракту 
добавляют АТФ, ионы магния и радиоактивный тимидин; рН доводят 
до оптимальной величины. По истечении инкубационного периода (при- 
мерно 30 мин.) рН смещают в кислую сторону для осаждения полимерной 
ДНК; отдельные дезоксирибозиды, т. е. мономеры, остаются раствори- 
мыми. Кислотонерастворимый осадок многократно промывается до тех 
пор, пока из осажденной ДНК не удаляются все загрязнявшие ее адсор- 
бированные дезоксирибозиды. Затем осадок исследуется; в нем удается 
обнаружить лишь слабую радиоактивность (50 импульсов по сравнению 
с 5 миллионами импульсов в субстрате после добавления тимидина). 
Количество включенного в ДНК тимидина настолько ничтожно, что 
для его обнаружения с помощью обычного химического анализа потре- 
бовалось бы в 40 000 раз больше продукта. Тем не менее эта радиоактив- 
ность несомненно обусловлена включенным в ДНК тимидином, который 
может быть освобожден из осажденной ДНК только после ее обработки 
ДНКазой. 

Этот результат не дает убедительных количественных данных; тем 
не менее конечным продуктом оказывается меченная С1-тимидином, 
кислотонерастворимая, чувствительная к ДНКазе ДНК. Количество 
образуемого меченого материала может служить показателем эффекта 
тех или иных изменений в условиях эксперимента. Это позволило внести 
некоторые изменения в методику и достичь лучшего понимания природы 
в В которых образуются производные аденозина, 
обычно начинаются с АТФ, который оказывается одним из реагентов. 
Подобным же образом, с включением соответствующих трифосфатов 
и освобождением неорганического пирофосфата, образуются ме 
уридина, цитидина и гуанозина. Эти факты приводят к ыы | Ч : 
основной единицей в образовании дириботидов или полириботидов я 
жит рибозид-5’-фосфат, если он активирован и назолин- в а ия 
зид-5’-трифосфата. Поэтому представляется о Ж о т — 
теза, согласно которой активным строительным блоком полид р: 
ботидов следует считать дезоксирибозид-5 -трифосфат. еее 

Если это так, то АТФ, добавленный к экстракту в случ т тв 
тов ш УЙго, может способствовать превращению различных д ы р 

их или добавленных к экстракту, в 5-трифос- 
зидов, уже присутствующ СН-тимидин-5’-трифосфата). Эта точка 
фаты (с образованием, например, к 





ения основаны главным образом на рабо- 
1 Предшествовавшие и последующие рассужд 
те А. Корнберга и его коллег. 
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| зрения подтверждается при проведении синтеза а. 11 УЙго с исполь- 
ый зованием меченого тимидин-5’-трифосфата (Т* ФФФ) вместо меченого 
| тимидина (Т*) + АТФ(АФФФ). 
Н Чтобы подробнее изучить компоненты, существенные для синтеза 
| ДНК, исходный экстракт, полученный из обработанных звуком бак- 
| терий, фракционируется и его белок концентрируется. В результате 
| этой процедуры наблюдается увеличение синтетической активности при- 
| мерно в 4000 раз. Эти и другие данные ясно показывают, что присутствие 
| белкового катализатора-фермента Ё. сой ДНК-полимеразы (или ДНК- 
| дупликазы) весьма существенно для этой реакции синтеза. 
Концентрирование ДНК-полимеразы Ё. со позволяет резко уве- 
личить выход ДНК (конечное количество минус начальное количество). 
Однако такое увеличение можно получить только в том случае, если 5'-три- 
фосфаты всех четырех дезоксирибозидов, обычно обнаруживаемых в ДНК, 
добавлены в инкубационную смесь. Дезоксирибозид-5’-дифосфаты, так 
же как и рибозид-5’-трифосфаты, в этой системе не активны. Таким обра- 
зом для увеличения выхода синтезированной ДНК обязательны сле- 
дующие компоненты: 


1) уже сформированные молекулы ДНК с высоким молекулярным 
весом; 

2) ионы магния; 

3) ДНК-полимераза. 

Уже сформированная ДНК с высоким молекулярным весом может 
быть получена из растений, животных, бактерий или вирусов. Такие же 
экстракты, в которых может быть осуществлен синтез ДНК, могут быть 


приготовлены из других бактерий, тимуса теленка и различных тканей 
животных. 































































ЭКСТЕНСИВНЫЙ И ОГРАНИЧЕННЫЙ СИНТЕЗЫ 


Используя препараты Ё. сой, можно получить экстенсивный синтез 
ДНК, в результате которого образуется количество ДНК, в 20 раз или 
более превосходящее исходное количество. Следовательно, в этом слу- 
чае не менее 95% ДНК, присутствующей в конце эксперимента, должно 
быть синтезировано из трифосфатов, добавленных в субстрат, причем 
экстенсивный синтез идет до тех пор, пока не истощатся запасы какого- 
либо из четырех трифосфатов. Одна молекула неорганического пиро- 


фосфата освобождается при включении, каждой молекулы дезоксирибо- 
тида в ДНК. 


РИС. 21-2. 


Увеличение затравочной ни- 
ти ДНК в нуклеозидном 
конце (слева) и нуклеотид- 
ном конце (справа). 

Стрелки показывают. 5’-положе- 
ния, в которых происходят раз- 
рывы, вызываемые действием 


ДНКазы микрококка и фосфо- 
диэстеразы селезенки 








Если в качестве субстрата добавлен только один из дезоксирибозид-5'- 
трифосфатов, экстенсивного синтеза ДНЕ не наблюдается, хотя можно 
проследить некоторое включение этого нуклеотида в цепь ДНК в про- 
цессе так называемой ограниченной реакции синтеза. С помощью какого 
механизма присоединяется нуклеотид к предсуществующей нити ДНК? 
К. В этом случае уже присутствующая ДНК должна обеспечить точку 

линейного присоединения вновь формирующейся ДНК, действуя подобно 
затравке. Допустим, что единственным трифосфатом, добавленным к суб- 
страту, оказался дезоксицитидин-5’-трифосфат, внутренний фосфат кото- 
е 
рого мечен РЗ? (4 ЦФ*ФФ). Два возможных способа удлинения цепи 
Ту ДНК показаны в левой и правой частях рис. 21—2 (цепь ДНК, выпол- 
няющая роль затравки, заключена в скобки). Нить затравки имеет два 
конца: нуклеотидный конец (верхняя часть рисунка), к которому при- 
соединяется пирофосфат, как показано на рисунке справа, и свободный 
3’ — ОН нуклеозидный конец (нижняя часть рисунка). (Удаление сахара 
и основания путем одного разрыва в положении 5’ ведет к удалению 
нуклеозида на нуклеозидном конце и к удалению нуклеотида на нуклео- 
вы тидном конце цепи.) В левой части рисунка показан АЦФ*, добавленный 
- к нуклеозидному концу с помощью 3’ связи между Ф* и сахаром в конце 
цепи с отщеплением Ф — Ф от аЦФ*ФФ. Рисунок справа показывает 
аЦФ*ФФ, добавленный к нуклеотидному концу цепи путем присоеди- 
нения в положение 5’ конца нуклеотида с высвобождением пирофосфата. 
Короче, цепь ДНК может быть удлинена за счет добавления нуклеотида 











пе же либо в положение 3” нуклеозидного конца, либо в положение 5’ нуклео- 
‚быть тидного конца. 
каней Выбор между этими двумя альтернативами 




















позволяет сделать следующий эксперимент. Про- (2) 
дукт ограниченной реакции обрабатывается сна- — 
чала ДНКазой из микрококков для усиления дей- <. 
ствия другого фермента, фосфодиэстеразы селезен- 
се ки, который также добавлен в субстрат. Этот (®) 
;3 ИИ фермент вызывает распад ДНК путем разрывов - 
р цепи во всех 5’ положениях, в результате чего (7) 
ь и образуются дезоксирибозид-3’-монофосфаты. Точ- 
Ро ки разрывов указаны на рис. 21—2 стрелками. ©) ДНК 
р Если увеличение цепи идет согласно показанному АТ 
као" на диаграмме в правой части рисунка, то радио- К» Г 
и активный РЗ? должен быть обнаружен в фосфате, 
сай" присоединенном к дезоксицитидину и, следова- 
тельно, Р* не должен быть частью 3’-дезоксири- 
ботидов А, Т или Г. С другой стороны, если ый Хх] 
присоединение происходит в положении 3’ нук- х 
леозидного конца цепи, то, как видно на ри- фо. _9^ 
сунке слева, Р* не должен встречаться в неор- 
ганических фосфатах, но должен иногда появлять- \буя 
ся в других дезоксирибозид-3’-монофосфатах, кро- 
ме дезоксирибозидов, содержащих Ц. В экспе- В 
рименте получены результаты, соответствующие ^ о’ сы 
последнему предположению: Р* отсутствует в У т 
неорганическом фосфате, но приСутНУ а ОВО она добавлений в нукле- 
четырех типах дезоксирибозид-3 -монофосфатов. озидном конце, под дей- 
а" Для гополнительной проверки этих данных, СЕМ та змеи- 
и согласно которым цепь ДНК нарастает в поло- ного яда. 
п жении 3”, потребовалась обработка того же про- ое — 
т Дукта другим ферментом, диэстеразой змеиного р 


исходят последовательно, 
яда. Этот фермент переваривает ДНК, ВЫЗЫВая — начиная с нуклеозидного 


разрыв связи между фосфатом и сахаром в поло- конца 
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жении 3’. Разрывы начинаются на нуклеозидном конце цепи и распро- 
страняются по направлению к нуклеотидному концу. ДНК перевари- 
вается, постепенно распадаясь на дезоксирибозид-5’-фосфаты, как пока- 
зано стрелками на рис. 21—3. х 

После обработки таким способом продукта ограниченной реакции 
удалось показать, что, как и ожидалось, почти вся радиоактивность 
исчезала из цепи даже в том случае, когда лишь незначительная часть 
ДНК подверглась действию фермента. Результаты других опытов сви- 
детельствуют о том, что продукт ограниченной реакции представляет 
собой ДНК, к нуклеозидному концу которой присоединен один или 
несколько дезоксириботидов. Кроме того, получены данные, подтвер- 
ждающие предположение о том, что именно в положении 3’ происходит 


нарастание цепи ДНК при увеличении ее общего количества в процессе 
ограниченной реакции. 


СВОЙСТВА СИНТЕЗИРОВАННОЙ ДНК 


Тот факт, что удлинение цепи ДНК может происходить ш уЙто в резуль- 
тате присоединения любого из четырех обычных дезоксирибозидов 
к нуклеозидному концу, согласуется с нашими представлениями о неза- 
висимости первичной структуры ДНК от последовательности оснований. 
Существует ли какое-либо другое доказательство того, что ДНК, синте- 
зированная ш уУЦто, имеет свойства ДНК, синтезированной ш у1у0? 

Рассмотрим некоторые физические свойства препаратов ДНК, со- 
стоящих не менее чем на 90% из продукта, синтезированного ш УИто. 
Такие физические свойства этой ДНК, как скорость седиментации и вяз- 
кость, подобны свойствам ДНК, выделенной из тимуса теленка. На этом 
основании можно заключить, что изучаемый продукт имеет высокий 
молекулярный вес (около шести миллионов) и обычно не однониччат. 
В подтверждение последнего заключения найдено, что макромолекуляр- 
ная структура продукта, полученного ш УЙто, разрушается при нагре- 
вании в течение 10 мин. при 100° С, как и следовало ожидать, если допус- 
тить, что в результате такой обработки образуются отдельные цепи дена- 
турированной ДНК, которые изгибаются с образованием компактных, 
беспорядочно скрученных структур. Подобно ДНК тимуса, продукту 
ферментативного синтеза свойственно увеличение поглощения ультра- 
фиолетовых лучей после обработки панкреатической ДНКазой. 

Если синтез ш УЙто идет тем же путем, что и {1 у!1уо, то следует ожи- 
дать, что однонитчатая ДНК будет служить лучшей затравкой при син- 
тезе ш УЙто, чем двунитчатая ДНК. Однонитчатая ДНК, выделенная 
из вируса ФХ 174, оказалась замечательной затравкой, а подвергнутая 
действию высокой температуры ДНК представляет собой гораздо луч- 
шую затравку, чем необработанная. Более того, препараты, содержащие 
наиболее активную ДНК-полимеразу, не способны работать с двунитча- 
той ДНК-затравкой, если она предварительно не подверглась воздей- 
ствию нагревания или ДНКазы. ДНК, полученная в процессе экстен- 
сивного синтеза, ведет себя как двунитчатая, но отличается от нативной 
двунитчатой ДНК своей разветвленностью, о чем 


можно судить по элек- 
тронным микрофотографиям. Кроме того, 


она легко может быт 
. ь ренату- 
рирована после нагревания или щелочной денатурации. реа 


разделение нитей в системе ш уИто, по-видимому, неполное 
Приведенные результаты дают возможность заключить о сони 
физическим свойствам ДНК, синтезированные п УЙго и т ми Ра 
схожи, хотя и не идентичны. В синтезе несомненно участв о, ве ыы 
чатые цепи, которые становятся двунитчатыми, -виДимому однон На 
водородных связей. ‚› с помощь 
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98". 
уляр Удалось также детально изучить химические и физико-химические 
1агре особенности ДНК, синтезированной ш уйто. Если отдельные нити обра- 
‘оу зуют двойные цепи путем образования комплементарных структур, то спо- 
дев" собность образовывать комплементарную цепь должна зависеть от при- 
р сутствия в субстрате пуриновых и пиримидиновых оснований, могущих 
уу образовать соответствующие водородные связи с основаниями внесенной 
И и в систему ДНК. Иными словами, в процессе экстенсивного синтеза пред- 


существующая ДНК должна служить матрицей для синтеза комплемен- 
тарных нитей ДНК. На рис. 21—4 показаны некоторые пиримидиновые 
и пуриновые основания, которые в ДНК обычно не встречаются или 
встречаются редко, а также четыре основных типа, которые встречаются 
в ДНК достаточно часто. К необычным или редко встречающимся осно- 
ваниям относятся: урацил и 5-бромурацил (каждый из которых, по-види- 
мому, способен давать то же количество водородных связей, что и тимин), 
5-метилцитозин и 5-бромцитозин (каждый из которых способен образо- 
вывать то же количество водородных связей, что и цитозин) и гипоксантин 
(который имеет два из трех участков для образования Н-связей, харак- 
терных для гуанина). Основание А в однонитчатой затравке определяет 
комплементарное себе основание в силу того, что такое основание способно 
обеспечить необходимое количество участков для связывания Н-связями 
с А. Поэтому, например, следует ожидать, что тимин в тимидин-5’-три- 
фосфате может быть замещен урацилом или 5-бромурацилом. 

При использовании субстрата, содержащего 5’-трифосфат дезокси- 
Уридина (или же 5-бром-или 5-фтордезоксиуридин), АЦФФФ, аАФФФ 
и аАГФФФ, синтез ДНК идет нормально. Подобным же образом цитозин 
может быть замещен также 5-метилцитозином, 5-бромцитозином или 
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5-фторцитозином. С другой стороны, при замене гуанина гипоксантином 
синтез ДНК не идет так, как при других упоминавшихся заменах. Это 
соответствует только что выдвинутой гипотезе: ведь гипоксантин имеет 
только два участка, необходимых для образования водородных связей, 
вместо трех, имеющихся у гуанина. Кроме того, оказалось, что ни ура- 
цил, ни 5-бромурацил, ни 5-фторурацил не способны заместить М, А 
или Г соответственно в 4ЦФФФ, 4АФФФ или АГФФФ. Подобным же 
образом, 5-метил-, 5-бром- и 5-фторцитозины специфически замещают 
цитозин; гипоксантин же замещает только гуанин. Гипоксантин имеет 
те же способные к образованию водородных связей группы, что и тимин; 
однако он не замещает тимин, вероятно по той причине, что пара А-гипо- 
ксантин, составленная из двух пуринов, займет слишком большое про- 
странство, нарушающее правильную конфигурацию двойной спирали. 
Эти результаты подтверждают гипотезу, согласно которой нормальный 
синтез ДНК ш уЙто зависит от образования комплементарных пурин- 
пиримидиновых пар —АсТ, Ц с Г — подобно тому, что происходит 
ш ухо. 

ДНК, синтезированная ш УЙто из обычных четырех дезоксирибозид- 
5'-трифосфатов, может быть подвергнута химическому анализу. Оказа- 
лось, что в синтезированной ш уЙто ДНК А =Ти Ц = Г, точно так 
же, как это имеет место в ДНК, синтезированной в естественных усло- 
виях; это справедливо даже для тех случаев, когда относительные кон- 
центрации четырех трифосфатов в субстрате варьируют в широких пре- 
делах. В «синтетической» ДНК общее количество пиримидинов равно 
общему количеству пуринов, независимо от того, синтезировались ли 
умеренные количества ДНК или большие. Более того, свойственная 


А-+Т 
затравке величина Е т полностью воспроизводится в синтезированном 





продукте (см. табл. У—1 в Приложении У). Синтезированный продукт в 
этом отношении представляет собой копию затравки-матрицы. Это положе- 
ние блестяще иллюстрируется следующим экспериментом. После продол- 
жительного периода инкубации всех обычных компонентов, кроме затравки, 
спонтанно образуется линейный дезоксириботидный полимер, содержа- 
щий только А и Т. Если такой полимер использовать затем в качестве 
затравки, то даже если все четыре обычных трифосфата присутствуют 
в субстрате, наблюдается интенсивный синтез материала, содержащего 
только А иТ и не содержащего даже следов ЦиГ (снова см. табл. У—1 в 
Приложении У). 

Ранее уже указывалось, что на каждый нуклеотид, добавленный 
к концу цепи ДНК, освобождается одна молекула неорганического пиро- 
фосфата, ФФ. Показано, что при добавлении к обычному синтезирую- 
щему ДНК комплексу избытка ФФ (примерно в 100 раз больше по срав- 
нению с концентрацией трифосфатов) синтез подавляется примерно 
на 50%. Этот факт позволяет предполагать обратимость синтеза ДНК 
т о. 

Ранее также упоминалось, что в случае ограниченной реакции 
аЦФ*(ФФ) может быть присоединен к цепи, кончающейся любым из четы- 
рех типов нуклеотидов (@ЦФ, ТФ, 4АФ и аГФ). Это, однако, не озна- 
чает, что 4ЦФ* линейно соединяется с каждым нуклеотидом с одинаковой 
частотой или что любой нуклеотид соединяется со всеми другими с равной 
частотой. Показано, что при ограниченной реакции добавление нуклео- 
тидов к концу цепи не происходит случайно: эта реакция включает, 
по-видимому, достройку более короткой нити двойной спирали, причем 
природа присоединяемого нуклеотида определяется обычным способом, 
< помощью основания, присутствующего в более длинной цепи. Другими 
словами, более короткая нить действует как затравка, а более длинная — 
как матрица. 
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ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ ДИНУКЛЕОТИДОВ 


Каково линейное расположение нуклеотидов в ДНК, синтезированной 
в процессе экстенсивной реакции? Мы уже указывали, что если ДНК 
выполняет роль генетического материала, то различные линейные 
сегменты ев могут представлять собой различные гены. Если это 
так, то различия между генами должны касаться последовательности 
образующих их органических оснований. Если рассматривать только 
четыре обычных дезоксириботида, то сколько может быть различных 
динуклеотидных последовательностей? Первым нуклеотидом может быть 
один из четырех, вторым — также один из четырех и т. д. Иными словами, 
существует 4 ЖХ4 = 16 различных возможных линейных порядков 
в динуклеотидах. Порядок расположения динуклеотидов можно опре- 
делить экспериментально следующим образом. Один из четырех трифос- 
фатов, добавляемых к субстрату, содержит внутренний фосфат, мечен- 
ный Р3*, в то время как другие три таковых не содержат. Во время экстен- 
сивного синтеза ДНК Ф* присоединяется в положение 3” сахара рас- 
положенного рядом нуклеотида (см. левую часть рис. 21—2 и рис. У—8 в 
Приложение У). Этот соседний нуклеотид можно идентифицировать, если 
синтезированный продукт подвергнуть воздействию ДНКазы микро- 
кокков и селезеночной фосфордиэстеразы. Как уже говорилось, послед- 
ний фермент вызывает образование дезоксирибозид-3’-монофосфатов, рас- 
членяя цепь в положениях 5’. В результате такого расчленения меченый 
фосфат (Ф*) будет найден связанным в положении 3” с дезоксирибозидом, 
лежащим впереди того дезоксириботида, с которым он включился в нить 
ДНК. В ферментативном переваре затем определяют частоту встречае- 
мости Ф* в 4А 3”-Ф*, ТЗ’-Ф*, аЦ3’-Ф* и аГ 3'-Ф*. В случаях, 
когда Ф* исходно содержался в аАФ*ФФ, можно сделать вывод 
об относительной линейной частоте встречаемости ТА, АА, ЦА и ГА, 
Если вся процедура повторяется 4 раза с использованием в каждом 
случае различных меченых трифосфатов, то можно определить относи- 
тельную частоту встречаемости всех 16 последовательностей. 
Такому определению ближайшего соседнего нуклеотида (пеагез(- 
пееВЬог апа!уз!з) были подвергнуты ДНК, синтезированные с исполь- 
зованием ряда различных ДНК. Как уже упоминалось, ДНК, выделен- 
ная из частиц бактериофага ф Х 174, однонитчата; химический анализ 
обнаружил следующий состав оснований в ней: А = 0,246, Т = 0,328, 
— 0,185 и Г = 0,242. Если синтез ведет к образованию комплементар- 
х пар оснований, то экстенсивная реакция с использованием ДНК фага 
ФХ 174 и всех четырех меченых трифосфатов, прекращенная после того, 
как будет синтезировано около 20% ДНК, должна привести к образова- 
нию комплементарной меченой ДНК, содержащей 0,328 А, 0,246 Т, 
0,242 Ц и 0,485 Г. Полученные значения точно соответствуют окидае- 
мым. Если в качестве матриц использовать старые и новые нити ДНК, 
то после 600% синтеза найденное соответствует ожидаемому: 'АЗЕИЕ 
ия Ц =гГ. Кроме того, ожидается, что А и Т имеют частоту, равную 
1. (0,328 + 0,246), т. е. 0,287, а Ц и Г== 0,224. Опять эксперименты 
подтверждают ожидаемое. :. 

Можно осуществить 20%-ный синтез в четырех повторностях, каждый 
Раз используя иной меченый трифосфат. Таким способом удается определить 
соседние нуклеотиды и частоту возникновения каждой из 16 возможных 
комбинаций динуклеотидов. Таким образом была найдена частота встре- 
чаемости всех последовательностей (например, 0,054 для ГА; 0,064 для 
ТЦ; 0.052 для ЦТ и 0,069 для АГ). Анализ, позволяющий определить 
ближайший нуклеотид, может быть также проведен после 600% синтеза. 
Если комплементарная нить синтезируется в том ке направлении, что 
и нить матрицы, то на основании результатов, полученных в опыте 
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с 20%-ным синтезом, следует ожидать, что ГА — ЦТ= 1), 0,054 
+ 0,052) = 0,053 и ТЦ = АГ = 0,067. С другой стороны, если двь 
компилементарные нити синтезируются в противоположных направль. 
ниях, то следует ожидать, что ГА = ТЦ == 1/, (0,054 Е 0,064) = 0,059 
а ЦТ = АГ = 0,064. Наблюдаемые в опытах значения (0,058 Гл; 
0,065 ГЦ; 0,064 ЦТ и 0,058 АГ) явно более соответствуют ожидаемым 
для комплементарных нитей, синтезированных т ото в противополож. 
ных направлениях, так же как и значения, полученные для других дину- 
клеотидных последовательностей. 

Химический анализ ДНК Мусовасетит, рШе обнаружил следующий 
состав оснований: 0,162 А; 0,465 Т; 0,335 Ц и 0,338 Г. Экстенсивный син. 
тез позволяет установить относительное количество основания Х, вклю- 
ченного в ДНК, исходя из суммы отдельных частот, с которыми встре- 
чаются ХА, ХТ, ХС и ХГ пары. Когда в качестве Х поочередно высту- 
пали А, Т, Ц и Г, то относительная частота встречаемости была равна 
0,162, 0,164, 0,337, 0,337 соответственно. Таким образом, анализ, позво- 
ляющий определить частоту ближайших соседних нуклеотидов, свиде- 
тельствует о том же, что уже было показано независимо химическими 


та же последовательность оснований, что и природной двунитчатой ДНК, 
используемой в качестве затравки — матрицы. 


в следующих друг за другом линейно нуклеотидах; существует линейная 


чаи, когда 4,9% ДНК содержит последовательность из восьми или более 
пиримидинов подряд. 

Одинакова ли частота встречаемости ближайших нуклеотидов при 
использовании в качестве затравок-матриц нативной ДНК и ДНК. синте- 
зированной из этой нативной ДНК? Частота встречаемости динуклеоти- 
дов при использовании в качестве затравки-матрицы синтезированной 
ДНК тимуса теленка по существу не отличается (например, ЦГ—0,001, 
тогда как ГЦ = 0,042) от той, которая наблюдается при использовании 
в качестве затравки-матрицы нативной ДНК тимуса теленка (см. выше). 
Следовательно, как показывает определение частоты встречаемости 
соседних нуклеотидов, продукты синтеза в случае использования в каче- 
стве затравки-матрицы нативной ДНК и ДНК, синтезированной из натив- 
ной ДНК, идентичны. г 


А 
Для ДНК тимуса теленка соотношение ДЕ т Равно 1,25, а для ДНК 


В. зи Из — 1,29. Хотя эти соотношения очень близки, маловероятно, 
Что один из этих организмов является молекулярным полиплоидом дру- 
гого (см. стр. 280). В самом деле, динуклеотидные последовательности, 
определенные для ДНК, синтезированной на бактериальной ДНК (напри- 
мер, ЦГ = 0,050 и ГЦ = 0,061), весьма отличаются от таковых для 
ДНК тимуса теленка (0,016 и0,044 соответственно). У высших растений 
и животных ЦГ встречается со значительно меньшей частотой, чем ожи- 
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дается при случайной последовательности нуклеотидов, тогда как у бак- 
терий наблюдается обратная картина. Следует также указать, что в раз- 
личных нормальных и опухолевых тканях одного и того же организма 
частоты встречаемости нуклеотидов практически одинаковы. Отсюда 
следует, что каждый тип природной ДНК обладает уникальной и вос- 


производимой последовательностью динуклеотидов, которую нельзя пред- 
сказать, истодя из нуклеотидного состава. 


СИНТ:.3 ДВК ОЕ №0УО 


Двунитчатый полимер из А иТ, образующийся 4е пото (о нем говорилось 
ранее), может быть использован в качестве затравки-матрицы для изу- 
чения последовательности динуклеотидов в нем. Найдено, что встре- 
чаются только АТ и ТА последовательности; таким образом, очевидно, 
что А иТ строго чередуются в нити, образуя так называемый кополимер 
из АТ или ЧАТ (4-АТ). Синтез 4е поуо из АТ довольно длинной нити, 
которая могла бы служить в качестве матрицы для экстенсивного синтеза, 
требует лаг-периода в течение нескольких часов, во время которого 
аАФФФ, ТФФФ, Му" и ДНК-полимераза Ё. сой инкубируются вместе. 
Предполагалось, что во время лаг-периода ДНК-полимераза Ё. сой 
катализирует образование отдельных нитей 4е поуо из отдельных дезо- 
ксирибозид-5’-грифосфатов. После того, как синтез нити начался, корот- 
кая нить, или олигодезоксириботид, может служить затравкой для удли- 
нения своей же нити. В присутствии одного 4АФФФ или ТФФФ аАТ 
добавляет одну или две единицы А4АФ или ТФ на цепь в ограниченной 
реакции. Ни 4ЦФ, ни 4ГФ не присоединяются к ААТ полимеру при добав- 
лении к субстрату АЦФФФ и (или) 4ГФФФ, независимо от того, присут- 
ствуют или отсутствуют 4ААФФФ и ТФФФ. Отсюда ясно, что как для 
ограниченного, так и для экстенсивного синтеза АТ необходимо обра- 
зование пар оснований. Возможно, что при ограниченной реакции обра- 
зуется отдельная нить из ДАТ, которая складывается таким образом, что 
пары оснований оказываются друг против друга, кроме тех, которые 
находятся на нуклеотидном конце. Таким образом, лишь после того, 
как нить ААТ достаточно удлинена, полимераза может использовать 
ее в качестве матрицы для связывания пар оснований. Следует указать, 
Что в ограниченной или экстенсивной реакциях синтеза пар оснований 

лаг-период отсутствует. 

Без предсуществующей ДНК и после лаг-периода полимераза Ё. сой 
способна катализировать — в присутствии Мо” и высоких концентра- 
ций 4ЦФФФ и АГФФФ — образование другого двунитчатого полимера, 
содержащего только Ц и Г. Анализ ближайшего соседствования обна- 
Руживает только две последовательности динуклеотидов, ЦЦ и ГГ. Оче- 
видно, полимер, названный 4ГАЦ (или аГЦ), состоит из двух гомополи- 
№70в; одна нить содержит только Ц, другая — только Г. Две нити 
спариваются основаниями, образуя двойную спираль. После экстенсив- 
ного синтеза ДАТ, А = Т, ббльшая же часть образующегося продукта 
ЧГац содержит 56—81% аГФ. 

Существование обоих полимеров — ААТ и АГаЦ — свидетельствует 
© том, что последовательность оснований в определенных нитях не слу- 
чайна. Такие нити могут иметь биологическое значение. Об этом ярко 
Свидетельствует существование «природного ЧАТ» полимера, обнаружен- 
ного Суэзока в сперме одного из видов краба. Анализ ближайшего сосед- 
ствования показывает, что этот полимер, составляющий примерно 30% 
от общего содержания ДНК, содержит А и Т в строго чередующейся 
Последовательности в 93% случаев динуклеотидной последовательности. 

коло 3% оснований, соединенных с таким природным полимером АТ, 


301 




























































представлены Г или Ц, причем найдены все 16 динуклеотидных последо- 
вательностей. Можно подозревать, что Г- и Ц-содержащие нуклеотидь 
представляют собой загрязнение типичной ДНК, составляющей 70% 
от общего количества ДНК. Если это так, то экстенсивный синтез п уйто, 
использующий в качестве затравки-матрицы природный полимер аАТ, 
должен протекать одинаково быстро, независимо от того, добавлены или 
нет к субстрату, содержащему дААФФФ и ТФФФ, аЦФФФ и аг ФФф. 
Однако показано, что скорость репликации без последних двух трифос- 
фатов составляет лишь 19% от скорости, наблюдаемой в их присутствии. 
Следовательно, подтверждается точка зрения, согласно которой Ги Ц 
представляют собой составную часть «природного» ААТ полимера. 


ДНК-ПОЛИМЕРАЗА ТИМУСА ТЕЛЕНКА 


Все процессы синтеза ДНК, обсуждавшиеся до сих пор, 
от того, идут ли они 4е поуо (путем синтеза отдельных нитей бе. 
или с комплементарным спариванием оснований 
ченного и экстенсивного синтезов), 
разы Е. сой. ДНК-полимераза, выделенная из тимуса теленка, неспо- 
собна образовывать ДАТ или аГац 4е поуо; иными словами, она неспо- 
собна осуществлять синтез в отсутствие затравки (Е. Т. ВоПит, 1963, 
1964). Матричный синтез с образованием Н-связей, приводящих к спа- 
риванию оснований, начинается, когда длина цепи превышает 20 моно- 
меров. ДНК-полимераза из тимуса теленка, подобно ДНК-полимеразе 
из Е. сой, использует ДНК в качестве матрицы для синтеза ДНК, напо- 
минающей нативную ДНК по первичной и вторичной структуре, составу, 


последовательности и размеру молекулы; при тепловой денатурации нити 
синтезированной ДНК не разделяются полностью. 


независимо 
}з затравки) 
(как в случае ограни- 
требуют присутствия ДНК-полиме- 


БИОЛОГИЧЕСКАЯ РЕПЛИКАЦИЯ 1% У!ТКО 


До сих пор рассматривались 
все физические и химические 
экстенсивного синтеза ДНК, 


данные, согласно которым все или почти 
свойства продукта, получаемого в процессе 
свидетельствуют в пользу того, что это — 
процесс биологический. Однако существуют некоторые различия между 
процессами синтеза ш уЙто и ш \1уо. Очевидно, ДНК-полимераза Е. сой 
работает 1ш уйто медленнее, чем т У1у0; в то же время ДНК-полимераза 
тимуса теленка дает максимальный выход, достигающий 100%. Оба фер- 
мента участвуют в образовании ДНК, нити которой не разделяются 
полностью при тепловой денатурации; эта особенность может быть свя- 
зана с образованием разветвленной ДНК, появляющейся ш уйто при 
Участии фермента Ё. со. Все различия такого рода могут быть обуслов- 
лены загрязнениями, имеющими место при синтезе {т УЙго и не встре- 
чающимися ш \1уо, а также изменениями, которые происходят при выде- 
лении ДНК, синтезированной ш у!у0, и ее использовании для синтеза 
ш уйто. Если учесть все эти возможности, то остается мало сомнений 
в том, что экстенсивный синтез ш уЙто осуществляется в основном одним 
и тем же способом, что и в живой клетке, и что при этом по существу 
образуется тот же продукт. 

Наконец, особое внимание следует уделить ДНК-поли 
димым для осуществления экстенсивного синтеза ДНК. Все описанные 
ранее ферменты отличаются специфичностью, так как они действуют 
на один или несколько определенных субстратов, обычно модифицируе- 
мых одним и тем же способом. Например, трипсин разрывает пептидные 
связи только в тех местах полипептидной цепи, где присутствуют лизин 
или аргинин. ДНК-полимеразы — это совершенно своеобразные фер- 


меразам, необхо- 


302 


об 























менты, работа которых определяется длинной матрицей; нить, действую- 
щая как матрица, диктует, какой из мономеров может быть присоединен 
ДНК-полимеразой к этой нити. ш уито рибонуклеотиды могут быть 
включены в концевые положения в ДНК (Т. $. КгаКо\ и др. 1961); при 
применении ДНК в качестве затравки-матрицы ДНК-полимераза Ё. сой 
спосоона использовать смесь рибозид- и дезоксирибозид трифосфатов для 
синтеза комплементарных нитей, которые содержат как риботиды, так 
и дезоксириботиды (Р. Веге и др. 1963). Однако ничто не указывает 


на то, что такие смешанные нити РНК — ДНК имеют биологическое 
или генетическое значение. 


СИНТЕЗ ДНК ИЗ РНК 


Используя поли- (А -- У), т. е. двойную спираль, составленную из спа- 
ренных гомополимеров адениловой и уридиловой кислот, можно про- 
верить способность активируемой МеС1, ДНК-полимеразы Ё. с0/# исполь- 
зовать различные экстракты для синтезов ш уЙто (3. Гее-Наапа а. Г. 
Е. СауаНег, 1963; Е. СауаНег!, 1963). При использовании в субстрате а 
АФФФ и ТФФФ спаренные основаниями гомополимеры дезоксиадениловой 
и тимидиловой кислот [обозначенные как поли- (4 А -|- Т)] синтезируются 
без заметного лаг-периода. Каждая нить ДНК гомополимерна (это доказано 
анализом ближайшего соседствования); следовательно, поли-(А-- У) служит 
затравкой-матрицей. Образования комплекса из поли-А с поли-Т или 
поли-У с поли-ДА не наблюдали. Более того, ни однонитчатый поли-А, 
ни однонитчатый поли-У, ни трехнитчатый полириботид не могут дей- 
ствовать в качестве затравки-матрицы для синтеза ДНК; при использо- 
вании поли-(А -- У) в качестве затравки-матрицы синтез не идет, если 
присутствует либо один 4 АФФФ, либо ТФФФ. Наконец, даже после 
того, как прошел однократный синтез, большинство исходных поли- 
(А + У) [шли почти все поли-(А -- У)] присутствуют в исходной форме. 
Следовательно, двуспиральных гибридных молекул ДНК — РНК, по-ви- 
димому, не образуется; не наблюдается также полного разделения нитей 
поли-(А-- У) при синтезе поли-(4А -- Т); вероятно, обе нити ДНК должны 
синтезироваться одновременно. Можно также использовать другие спи- 
ральные двунитчатые гомополимерные полириботиды с ДНК-полимера- 
зой для синтеза других двунитчатых гомополимерных ДНК (одна из воз- 

можностей — аГац). ук 

Подобные исследования синтезов ш УЙто могут иметь важное значение 
для понимания роли РНК ш \1%0 и, в частности, для решения вопросов, 
используется ли ш \1уо РНК (генетическая или не генетическая) для 
синтеза ДНК (генетической или не генетической)? В каких пределах 
происходит репликация нуклеиновых кислот ш У1уо без полного разде- 
ления нитей и образование на матрице гиоридных молекул? 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


ДНК может быть синтезирована 11 УЙто. Экстенсивный синтез можно 
получить, используя предсуществовавшую однонитчатую ДНК, 5’-три- 
фосфаты дезоксиаденозина, дезоксицитидина, дезокеигуанозина и тими- 
дина, ионы магния и ДНК-полимеразу. В процессе синтеза работа поли- 
меразы направляется предсуществующей однонитчатой ДНК, действую- 
щей как матрица. т уЙто нити удлиняются на нуклеозидном конце; 
Удлиненные нити служат в качестве затравки. При синтезе, требующем 
спаривания оснований, лаг-периода не наблюдается; количество обра- 
зуемой в результате этих синтезов новой ДНК либо ограниченное (если 
предсуществующая нить слабо удлинена), либо весьма большое (если 
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полностью образованы новые нити). После при: мера, 
Е. со способна синтезировать полимеры ЧАТ и Г аЦае поуо, т. е. ры 
предсуществующей ДНК; ДНК-полимераза тимуса теленка не способна 
катализировать синтеза ДНК 4е поуо. 

Анализ ближайшего соседствования показывает, что комплементар- 
ные нити синтезируются ш УЙго в противоположных направлениях, 
и каждый тип природной ДНК имеет уникальную динуклеотидную после. 
довательность, не предопределяемую нуклеотидным составом. Таким 
образом, последовательность нуклеотидов ш \1у0 не случайна, что нахо- 
дит себе блестящее подтверждение в обнаружении ДНК типа «природ- 
ного полимера ДАТ» у краба. а 

ДНК, образуемая в процессе экстенсивного синтеза т Уйто, весьма 
напоминает природную ДНК в отношении первичной и вторичной струк- 
туры, а также в отношении других физических и химических свойств. 
Поэтому синтез ДНК ш УЙго считают биологическим процессом. При 
этом подтверждается гипотеза Уотсона — Крика о структуре хромосом- 
ной ДНК и ее репликации после разделения нитей посредством образо- 
вания комплементарных нитей. Сообщалось, что {1 Уго ДНК-поли- 
мераза В. со: использует двунитчатую РНК для синтеза комплементар- 
ной двунитчатой ДНК без полного разделения нитей. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


21.1. Имеет ли эта глава отношение к генетике? Объясните. 
241.2. Какой из экспериментов, описанных в этой главе, Вы считаете 
наиболее важным? 


21.3. Чем отличается действие фосфодиэстеразы селезенки от дей- 
ствия диэстеразы змеиного яда? 

21.4. Какие условия необходимо соблюдать для осуществления ш у!{- 
го синтеза ДНК, идущего ограниченно? А для экстенсивного синтеза? 

21.5. Как влияет наличие или отсутствие предсуществующей ДНК 
на образование нити ДНК ш уйто? 

21.6. Перечислите факты, позволяющие считать, что синтез ДНК 
т УЦто представляет собой биологический процесс. 

21.7. Действительно ли работа ДНК-полимеразы Е. сой 
ляется только ДНК Е. со? Объясните. 


21.8. Происходит ли разделение нитей во время экстенсивного син- 
теза ДНК ш уЙто? Объясните. 


21.9. Каково значение анализа ближайшего соседствования нуклео- 
тидов? 


21.10. Что неправильно в рис. 8 Приложения У? 
241.11. Что произойдет с соотношением А+ 


НЫ 
ц--Гг’ @бли предотвратить 
истощение субстрата и позволить экстенсивному синтезу идти в течение 
нескольких часов? 


21.12. Как объяснить тот факт, что при экстенсивном синтезе, исполь- 
зующем &4 Га Ц в качестве затравки-матрицы, обычно образуется продукт, 
который содержит Г больше, чем Ц? 

21.13. В чем сходство и различие между 
ленными из Ё. соЙ и из тимуса теленка? 

21.14. Что имеют в виду, когда утверждают 
ванная ДНК ковалентно связана с затравкой 
с ет 

1.15. Опишите три разных метода, кото 
для синтеза аГаЦ ш УЙто. у рые можно использовать 


опреде- 


днк полимеразами, выде- 
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Глава 22 


КЛОНЫ. ТРАНСФОРМАЦИЯ. 
РЕКОМБИНАЦИЯ НИТЕЙ ТМ УГТВО 





Возникновению существующих ныне представлений о механизмах био- 
логической репликации ДНК ш \у0 в значительной мере способ- 
ствовали эксперименты, в которых использовали ДНК и ДНК- 
полимеразу бактерий. Электронномикросконические исследования бак- 
терий позволили обнаружить ядерную зону, внутри которой опреде- 
ляется близкая хромосомам структура, состоящая из ДНК и не содер- 
жащая основного белка (стр. 287). ДНК из таких ядерных тел напоми- 
нает типичную хромосомную ДНК: для нее справедливы равенства А = Т 
и Ц = Г, для нее характерны сходные первичная и вторичная структуры, 
механизм синтеза и молекулярная целостность. Поэтому представляется 
вполне оправданным взгляд на бактериальную ДНК как на хромосомную 
ДНК и, несмотря на химическую простоту этой структуры, возможность 
использовать термин «хромосома» при обсуждении бактерий. 

Если бактерии содержат хромосомную ДНК, то можно полагать, что 
они содержат также тены хромосомного типа, согласно гипотезе (уже 





РИС. 22-1, 


Электронномикроскопические фотографии Езспегема сой 


А — целые клетки, в которых ядерные зоны различимы в виде менее плотных 
зон. Исходное ув. 3 000, на рисунке — около 12 000 (по Е. КеИепЪегеег); ЕЯ 
тонкий срез, показывающий ядерные зоны и тонкие нити, содержащие днк, 
внутри них. Исходное ув.— 10000, на рис.— примерно 15 000 (по уу. Зсвге!) 


306 








получившеи много косвенных подтверждений) о том, что именно ДНК 
служит генетическим материалом. Удобны ли бактерии в качестве экспе- 
риментального материала для генетических исследований? Электронно- 
микроскопические исследования показывают, что каждая клетка Езсйе- 
неа со! м ит от одной до четырех ядерных зон — обычно две или 
четыре (рис. 22—41) — без ядерных мембран. Морфология деления ядра 
еще не изучена. Однако дупликация ДНК наблюдается при каждом 


делении ядерного тела; отсюда можно заключить, что дочерние ядерные 
тела генетически идентичны, точно так же 
типичного митоза. : 





как они идентичны после 
клоны 


После репликации ядерной зоны бактерия делится, образуя дочерние 
бактериальные клетки. Такой способ увеличения числа бактериальных 
клеток представляет собой бесполый процесс, названный вегетативным 
размножением. Начатое с одной бактерии непрерывное вегетативное 
размножение ведет к образованию популяции клеток, названной клоном; 
если исключить мутации, то все члены клона являются генетически иден- 
тичными. 

Если мутация произошла во время роста клона, то она передается 
всему потомству мутантной клетки. В результате образуется генетически 
мозаичный клон, в котором доля мутантных особей будет варьировать 
в зависимости от времени возникновения мутации и относительной репро- 
дуктивной способности мутантных и немутантных клеток. (Все клетки 
организма, размножающегося половым путем, относятся по происхо- 
ждению к клональным, за исключением клеток, участвующих в оплодо- 
творении и мейозе, и их «потомства», так что многоклеточные организмы 
могут быть также мозаичными в отношении той или иной мутации.) 

Рассмотрим те свойства бактерий и их клонов, которые могут иметь 
значение при изучении мутаций. Огромным преимуществом использова- 
ния бактерий при исследовании мутагенеза оказывается та легкость 
и скорость, с которой могут быть получены большие популяции бакте- 
риальных клеток. Так, при соответствующих условиях культивирова- 
ния Е. со делится примерно каждые полчаса. При таких условиях 
после 30 последовательных генераций, 
занимающих примерно 15 часов, одна 
клетка образует клон, содержащий м 
около 40 миллиардов (10*°) особей. Число 1 
клеток Ё. сой, образуемых из одной 
клотки после п генераций (или (часов), ты 
можно рассчитать, определяя значение / № 
2 (или 27) (рис. 22—2). Объем рабочих у 
помещений в опытах с бактериями ВС 0 0 /2чава 
составляет проблемы, так как все 10 
особей могут быть легко выращены / \ Ио, 

в жидком бульоне в обычной про- 4 0 6) 0 О 1 час 
бирке. И Че 

Преимущество, обусловленное ма- у ОО 000 О часа 
лым размером бактериальной клетки, \ 
становится, однако, помехой при опре- р 
делении фенотипических изменений, 27) ит 
обусловленных мутацией. Мутантные 
клетки с измененной морфологией м0- рис. 22-2. 


Гут быть обнаружены при микроско- обусловленное  вегетативным раз- 
цическом просмотре культур- К сожа- множением увеличение числа бакте- 
лению, для отдельных бактериальных  рий в геометрической прогрессии 
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клеток морфологическая изменчи- 
вость таких признаков, как раз- 
мер, форма, наличие капсулы, пиг- 
мента, или жгутиков, выражена 
слабо. Обнаружить удается толь- 
ко мутанты с заметным поврея‹де- 
нием этих довольно немногочис- 
ленных морфологических призна- 
ков; причем их обнаружение в зна- 
чительной степени ограничено не- 
обходимостью индивидуального 
просмотра бактерий. 

Если с помощью микроскопа 
удается обнаружить клетку, по- 
хожую на мутантную, то необхо- 
димо ее выделить и определить, 
изучив образуемый ею клон, спо- 
собна ли она к передаче нового 
признака потомству. Один из спо- 
собов выделения отдельной бак- 
Ве. ` териальной клетки — это утоми- 
Отдельные выросшие на питательной среде тельная, но надежная процедура 
в чашках Петри клоны, полученные в ре- 2 
зультате рассева разведенной культуры Выделения отдельной клетки из 
бактерий бактериальной культуры с по- 

мощью микроманипулятора с по- 
следующим помещением ее в све- 
жую культуральную среду. От- 
дельные бактериальные клетки 
могут быть также получены с по- 
мощью двух менее точных, но 
быстрых непрямых методов. Если 
бактерии выращены в жидкой сре- 
де, то можно развести культуру 
так, что определенный объем ее бу- 
дет содержать лишь несколько 
особей. Этот объем культуры вы- 
ливается на поверхность чашки 
Петри, содержащей питательный 
агар, причем отдельные клетки 
распределяются по поверхности 
агара случайно. В результате кло- 
ны, образуемые каждой клеткой, 
располагаются отдельно друг от 
друга (рис. 22—3). Другой способ 
РИС. 22-4. заключается в том, что небольшое 
Отдельные клоны бактерий полученные количество бульонной культуры 
с помощью посева штрихом (по №. М@е- берут стерильной петлей, обычно 
сВеп) используемой для посевов, и штри- 

ховыми движениями петли рас- 

пределяют бактерии по поверхно- 
сти свежей питательной среды с агаром (рис. 22—4). В некоторых местах 
на среде останутся отдельные бактериальные клетки, которые падут на- 
чало изолированным колониям. Выбор того или иного метода зависит 


от требуемой точности выявления клонов. 

Изучение отдельной бактериальной клетки ограничено морфологиче- 
ской изменчивостью, поскольку проведение физиологических и биохи- 
мических исследований на таком микроскопическом Уровне еще не пред- 
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ставляется возможным. Можно, однако 
исключить мутации) клоны состоят и 
Генетически различные клоны могут 
шении размера, очертания и цвета к 


Генетически различные клоны способны также по-разному реагировать 
на присутствие разных красителей, ядов и вирусов. Поэтому по фено- 


типическому проявлению клона можно определить генотип отдельной 
бактериальной клетки. 


Е. сой представляет собой легко ку. 
она способна расти и размножаться 
Штаммы, растущие на такой основной 


тотрофным, или к дикому типу, поскольку они способны синтезировать 
многочисленные метаболические компоненты клетки, отсутствующие 
в среде. В этом отношении прототрофы Ё. сой или других бактерий напо- 
минают дикий тип № еигозрога, которая также растет на минимальной 
синтетической среде. Поэтому не удивительно, что у бактерий (так же, 
как и у М№еитозрота) наибольшее число мутантов получено при изучении 
биохимической изменчивости различных клонов, в особенности измен- 
чивости, связанной с изменением пищевых потребностей. Многочисленные 
мутанты, возникающие либо спонтанно, либо после воздействия физи- 
ческих или химических мутагенов, требуют для своего роста и размно- 
жения добавления не менее чем одного химического вещества к основной 
среде. Так, для роста одного штамма Ё. сой требуется добавление к мини- 
мальной среде аминокислоты треонина, в то время как для другого штам- 
ма требуется добавление аминокислоты метионина. Такие штаммы, рост 


которых зависит от тех или иных добавок к основной питательной среде, 
называются ауксотрофными. 


‚ использовать тот факт, что (если 
з генетически идентичных особей. 
фенотипически различаться в отно- 
олоний, образуемых ими на агаре. 


льтивируемый организм, так как 
на простой синтетической среде. 
минимальной среде, относят к про- 


ТРАНСФОРМАЦИЯ 


Среди пневмококков (ОЕр10соссиз рпеитотае) встречается ряд генетиче- 
ских типов, которые могут быть охарактеризованы по их клональному 
фенотипу. Один тип, ©, образует колонии с гладкой (зтоо №) поверхно- 
стью. Этот признак непосредственно связан с образованием полисаха- 
ридной капсулы. Поверхность колоний другого типа, В, шероховата 
(гоцеВ), так как образующие их бактерии лишены полисахаридной кап- 
сулы. Кроме того, отдельные типы 5 колоний можно отличить друг от дру- 
га по их антигенным свойствам; можно получить различные антисыворот- 
ки, которые вызывают специфическое связывание каждого отдельного 
типа 5. Клетки типа В разделяются также на несколько различных анти- 
тгенных типов; здесь также можно получить антисыворотки, которые спе- 
цифически связывают их. 

В одном из типичных экспериментов Гриффит и соавторы, а также 
Эвери и соавторы (1944) помещали большое число В клеток в питательный 
бульон, содержащий соответствующую анти-А-сыворотку. При продол- 
жении роста на дно пробирки осаждаются комочки из агглютинирован- 
ных клеток; в результате первоначально мутный бульон становится 
прозрачным. Если посеять такую надосадочную жидкость на питатель- 
ный агар, то еще сохранившиеся в ней бактерии образуют типичные В 
колонии; мутация от А к 6 встречается настолько редко, что с помощью 
этой методики ее невозможно обнаружить. ый 

Если осуществить тот же эксперимент, но в питательный бульон 
добавить также убитые нагреванием (65°С в течение 30 минут) 5 клетки, 
то при высеве надосадочной жидкости на агар можно обнаружить много- 
численные клоны 5 типа. Фенотин 5 устойчив и представляет собой 
Результат какого-то генетического изменения. Следовательно, убитые 
нагреванием 6 клетки способны действовать подобно мутагену в гене- 
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тической трансформации В клеток в 5 клетки. Наиболее поразительно 
то, что тип образующегося 5 мутанта всегда оказывается идентичным 
типу убитых нагреванием бактерий, действующих, по-видимому, в каче- 
стве мутагена. Это явно уникальный случай, когда мутаген действует 
специфически, вызывая образование мутаций только в одном заранее 
известном направлении (определенный 5 тип, а недва или более $ 
типов). 

Для определения химической природы мутагена проверяют транс- 
формирующую способность разных фракций 5 бактерий, убитых нагре- 
ванием. Фракции, содержащие только полисахаридную оболочку, белок 
или РНК, оказываются совершенно не активными; трансформирующей 
способностью обладает только фракция, содержащая ДНК. Хорошо 
очищенные экстракты ДНК полностью сохраняют способность к транс- 
формации, даже если они содержат менее 0,02% белка или же обработаны 
агентами, денатурирующими белок, или протеолитическими ферментами. 
Химические и другие исследования (серологические тесты, электрофорез, 
ультрацентрифугирование и спектроскопия) показывают также, что 
активная ДНК не содержит поддающегося определению загрязнения 
в виде белка, свободных жиров или полисахаридов. Обработка РНКазой 
не влияет на трансформирующую активность очищенной фракции ДНК; 
при воздействии же ДНКазой трансформирующий фактор полностью 
разрушается. Последний результат свидетельствует о том, что трансфор- 
мацию осуществляет высокополимерная ДНК. 

Опыты с изучением дифракции рентгеновых лучей показывают, что 
трансформирующая ДНК имеет двунитчатую конфигурацию, соответ- 
ствующую конфигурации хромосомной ДНК. Для трансформации может 
быть использована очищенная ДНК; следовательно, для осуществления 
этого процесса не требуется контакта между клеткой, действующей в каче- 
стве донора, и клеткой-реципиентом. Показано также, что в процессе 
трансформации не участвует какой-либо вирус. Поэтому можно с уве- 
ренностью сказать, что именно ДНК следует считать трансформи- 
рРующим агентом. 

Трансформация может происходить в любом направлении (А = А’); 
у бактерий может быть трансформирован любой хромосомный ген. Тип 
клеток А может быть трансформирован в тип А’, который, в свою оче- 
редь, обеспечивает увеличение количества А’— ДНК, способной транс- 
формировать другие А клетки в А’. Следовательно, ДНК, экстрагиро- 
ванная из трансформированных бактерий, представляет собой тот же 
трансформирующий фактор в увеличенных количествах. 

Один трансформирующий фактор (А’) способен трансформировать 
бактерии, имеющие любой из нескольких альтернативных фенотипов 
(например, А или А"). Если А’— ДНК, полученная из бактерий А-типа, 
трансформированных в А’, используется для трансформации бактерий 
третьего генотипа, А”, то удается обнаружить только А’ трансформанты; 
следовательно, в такой трансформации участвуют только гены промежу- 
точного донора. Этот результат показывает, что трансформация ведет 
к появлению переносимого изменения, связанного с потерей генетиче- 
ского материала реципиента и с одновременным приобретением нового 

генетического материала; таким образом, дело не сводится к простому 
добавлению определенного генетического материала к геному. Следова- 
тельно, генетическое изменение при трансформации происходит по типу 
замещения. 

Судьбу трансформирующей ДНК можно проследить (1.. Гогтап 
а. Г. Тойпась, 1957), пометив ее фосфатные группы радиоактивным Р?2. 

В различные промежутки времени после обработки бактерий такой мече- 

ной ДНК берутся образцы бактерий, причем одна часть их анализируется 

на присутствие Рз2 в их ДНК, а другая часть используется для опре- 
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деления частоты трансформации. 
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оченую ДНК удается обнаружить лишь после опре- 
ре анны оораоотки бактерий экстрактом такой ДНК. Частота 
тр рмации клеток реципиента прямо пропорциональна количеству 
включенной таким образом меченой ДНК 
Приведенные результаты показывают, что т 


ож и замещает некий сегмент хромосомной 
кокки содержат около 6 Х 10° пар дезоксири- 
ботидов на ядерное тело), после чего вновь введенный материал репли- 
цируется как нормальная часть хромосомы. Данные, подтверждающие 
факт замещения части ДНК реципиента трансформирующей ДНК, при- 
водит Эфрусси-Тейлор (1954). Генетическая информация при транс- 
формации переносится одной ДНК; поэтому генетическая трансформация 
служит прямым и окончательным доказательством того, что ДНК играет 
роль генетического материала. Следовательно, хромосомная ДНК содер- 
жит химические единицы генетического материала. Все последующие 
исследования трансформации подтверждают это заключение. 

Теперь нам следует пересмотреть допущение, сделанное ранее в этой 
главе, согласно которому трансформация связана с мутацией. Первые 
данные по трансформации касались новых, редких изменений в генети- 
ческом материале и поэтому были названы мутациями (см. стр. 160). 
т Теперь мы знаем, что при трансформации происхоцит замещение одного 
, сегмента генетического материала другим. Новый тип генетического 
материала не возникает; наблюдается лишь перемещение уже существую- 
щих генов. Генетическая трансформация показана не только у Риеи- 
тососсиз, но и у Неторь из, Хапотопаз, батопеЙа, Вас из, М№её5- 
зеа, Езсрегеа и других организмов. В старых культурах М№е55е-а 
ДНК регулярно высвобождается (в слизистый слой) клетками, которые 
подвергаются самоперевариванию (автолизу). Такая ДНК эффективно 
осуществляет трансформацию, так же как и ДНК, полученная из чув- 
ствительных к пенициллину пневмококков, лизированных пеницилли- 
ном. Используя различные генетически маркированные линии пневмо- 
кокков, Оттоленги и Маклеод (1963) показали, что генетическая транс- 
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А формация, обусловленная ДНК, освобождаемой из одного штамма и транс- 
Ти формирующей представителей другого штамма, проявляется спонтанно 
0 в организме зараженной мыши. г ое 

ря" Две линии клеток человека (штамм 0985), культивируемые 1 уйгто, 
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и тонстически отличаются наличием или отсутствием фермента пирофосфо- 
| рилазы инозиновой кислоты (ИМФФаза). Частота спонтанных мутаций 
‚. от ИМФФаза-зависимой к ИМФФаза-независимой линии менее од- 
ной клетки на 107. Так как можно использовать культуральную среду, 
полностью предотвращающую рост зависимых клеток с образованием 
колоний (но не рост независимых клеток), то благодаря этому удается 
обнаружить генетическую трансформацию даже в тех редут когда 
ее частота будет составлять 4 трансформированную клетку т клеток. 
Обработка ИМФФаза-отрицательной линии © помощью Д ‚ выде- 
ленной из ИМФФаза-положительных клеток, ведет к появлению 
ИМФФаза-положительных генетически трансформированных клеток 
с частотой, достигающей 4 Х 10 трансформаций на реципиентную клетку 
(одна трансформация на 2500 обработанных клеток). Такая ть вк 
зывает с очевидностью, что в экспериментальных "бен вые: = 
трансформация линий клеток человека м оо 82 . ОруБа]зКа 
а. С, Веди, 6962, Ве баоадякак аи БИА А ЕЕ ОАО ЕН 

Так как генетическая трансформация — неред ри ри р 
ее осуществлении не образуется новых генотипов, то е А НЫ 





ва га так же, как в случаях расщепле- 
Роя т б и мутацией. Поэтому , 
и ать своеобразной му и ощенления, кроссинговера и оплодотворения, 
р ния, независимого ра 
ИО 
и, 811 
Г 





























трансформацию следует рассматривать как один из механизмов гене- 
тической рекомбинации. 

Исследования, проведенные на бактериях, показывают, что для осу- 
ществления процесса трансформации требуется ряд условий. 

Компетентность клетки. В определенные периоды клеточного деления 
или роста бактериальной культуры трансформация не происходит; в дру- 
гие периоды клетки компетентны для участия в этом процессе. 

Связывание трансформирующей ДНК. Если клетки находятся в ком- 
петентном состоянии, то трансформирующая ДНК, вступающая сначала 
во временную связь с клетками, может быть удалена с помощью различ- 
ных методов (включая обработку ДНКазой), если они применены до того, 
как ДНК вступит в устойчивую связь с клетками. 

Проникновение трансформирующей ДНК. Полагают, что устойчиво 
связанная ДНК проникает в клетку реципиента. Вероятность трансфор- 
мации находится в обратной зависимости от толщины полисахаридной 
оболочки, действующей, вероятно, как некий барьер, препятствующий 
связыванию и проникновению ДНК. После обработки ультразвуком 
трансформирующей ДНК вновь образуемые нити имеют молекулярный 
вес менее 4 Х 10°. Такие нити не способны проникать в клетку. В клетки 
проникает только ДНК с высоким молекулярным весом. 

Эти факты следует рассмотреть также в свете условий, при которых 
наблюдается проникновение ДНК в культуру тканей млекопитающих. 
В этом случае ДНК входит в клетку с помощью фагоцитоза, который 
происходит только тогда, когда ДНК прилипает к соответственно боль- 
шим не-ДНК частицам. Пиноцитоз — это другой процесс, который, 
подобно фагоцитозу, обеспечивает проникновение веществ в клетку. 
Чистые нуклеиновые кислоты не проникают в клетку с помощью пино- 
цитоза, однако к этому способны белки. Если же чистые нуклеиновые 
кислоты смешаны с белком, то пиноцитоз происходит и нуклеиновые 
кислоты включаются в клетку вместе с белком. Возможно, что проник- 
новение ДНК высокого молекулярного веса в бактериальные клетки 
зависит от присутствия достаточного количества загрязняющего мате- 
риала, способного стимулировать пиноцитоз или какой-либо другой 
механизм проникновения ДНК. Каким бы ни был способ проникновения 
трансформирующей ДНК, относительно короткие нити ДНК способны 
включиться в микробную клетку только в присутствии достаточных 
количеств белка. 

Бактериальная поверхность содержит определенное число участков, 
которые служат рецепторами для ДНК. Поскольку нетрансформирующая 
ДНК (например, ДНК из отдаленных родов) может столь же легко про- 
никать в клетку, эти рецепторные участки могут быть насыщены нетранс- 
формирующей ДНК, в результате чего трансформирующая ДНК в клетку 
не проникает. 

Синапсис. У разных видов бактерий могут быть найдены альтернативы 
одного и того же признака (например, устойчивость и чувствительность 
к стрептомицину или ауксотрофность и прототрофность в отношении 
определенного фактора роста). Основываясь на вполне разумном пред- 
положении о том, что один и тот же ген (и его альтернативы) осуществляет 
одинаковые, или сходные, функции у организмов различных видов, сле- 
дует допустить возможность осуществления межвидовой трансформаций. 
Такого рода трансформация была осуществлена. Однако в любом кон- 
кретном случае межвидовая трансформация осуществляется с меньшей 
частотой, чем внутривидовая. Более того, снижение частоты трансформа- 
ции реально и не обусловлено задержкой фенотипического проявления, 
которая наблюдается при межвидовой (но не внутривидовой) трансфор- 
мации. Наличие межвидовой трансформации подтверждает предполо- 
жение о том, что трансформируемый локус представляет собой нормаль- 
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ную часть генотипов обоих видов. Сравнительно небольшая частота 
межвидовых трансформаций не обусловлена, по-видимому, некомпетент- 
ностью к реципиента или неспособностью чужеродной ДНК связы- 
ваться с клеткой-реципиентом или проникать в нее. 

Трансформирующая способность уже проникшей в клетку ДНК 
может зависеть не только от гомологии трансформируемых локусов, 
но и от природы генов, сцепленных с теми генами, которые подвергаются 
трансформации. Эти соседние гены могут принимать участие в трансфор- 
мации, влияя на синапсис трансформирующей ДНК с соответствующей 
областью генетического материала реципиента. При внутривидовой 
трансформации локусы, сцепленные с трансформируемыми, вероятно, 
гомологичны у реципиента и донора, так что между двумя сегментами 
наблюдается синапсис; при межвидовой трансформации эти локусы, 
по-видимому, не гомологичны и поэтому часто неспособны к синапсису 
или предотвращают возникновение последнего. 

Интеграция. В тех случаях, когда предполагаемый синапсис между 
ДНК реципиента и трансформирующей ДНК действительно происходит, 
существует еще какой-то процесс, благодаря которому ген реципиента 
(ген, трансформация которого прослеживается) утрачивается хромосомой, 
и локус донора становится ее составной частью. Пониманию механизма 
этой конечной стадии трансформации способствует изучение частоты 
трансформации. Прежде всего следует отметить, что различные локусы 
трансформируются при внутривидовой трансформации с различной час- 
тотой. Используя гены, которые трансформируются с довольно высокой 
частотой, можно изучить частоту двойных трансформаций, т. е. частоту, 
с которой бактерии трансформируются в отношении двух маркеров, 
присутствующих в донорной ДНК. В отдельных случаях (например, при 
изучении устойчивости к пенициллину и стрептомицину) частота двойной 
трансформации бактерий приблизительно равна (в действительности 
несколько меньше) произведению частот отдельных трансформаций. 
Такие результаты, по-видимому, следует рассматривать как свидетель- 
ство того, что два локуса либо переносятся отдельными трансформирую- 
щими ДНК, либо находятся на значительном расстоянии в одной транс- 
формирующей ДНК. : 

С другой стороны, маркеры в отношении стрептомициноустойчивости 
и сображивания маннитола трансформируются вместе с частотой (0,1%), 
которая примерно в 47 раз превышает ожидаемую на основании произве- 
дения частот единичных трансформаций (0,006%). Следовательно, оба 
генетических маркера находятся в одной и той же трансформирующей 
частице, т. е. они, по-видимому, тесно сцеплены. 

Если два локуса тесно сцеплены, то как объяснить случаи единичных 
и двойных трансформаций в отношении этих локусов? Во время выде- 
ления ДНК может происходить ее фрагментация, поэтому определенная 
проникающая в клетку частица ДНК может в разных случаях иметь 
равный состав в отношении данных двух маркеров; иногда она может 
нести только один из них, Тогда как в других случаях содержит оба эти 
маркера. Можно проверить эффект уменьшения размера частицы прони- 
кающей ДНК на частоту единичных и двойных трансформаций. При 
Уменьшении размера частицы путем обработки ДНКазой или ультразву- 
ком можно ожидать, согласно только что высказанной гипотезе, что 
разрыв фрагмента произойдет в ряде случаев как раз между двумя мар- 

керами, в результате чего относительная частота двойных трансформа- 
ций уменьшится, а частота единичных трансформаций увеличится. 
Оказалось, что при уменьшении размера фрагмента а частота 
трансформации была ниже, что соответствует ожидаемому. Однако изме- 
нений в соотношении чисел двойных и единичных трансформаций не 
было найдено. Это свидетельствует об очень тесном сцеплении двух мар- 
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керов, которые лишь в редких случаях могут быть разделены при фраг- 
ментации. Поэтому можно полагать, что проникающие частицы либо 
несут оба маркера, либо не несут ни одного из них, а невозможность 
получения 100% двойных трансформаций в первом случае обусловлена 
тем, что интегрируется только небольшая часть таких проникающих 
в клетку и спаривающихся фрагментов. 

Включение части находящегося в состоянии синапсиса фрагмента 
может происходить двумя возможными способами (рис. 22—5). Первый 
©пособ представляет собой выборочное копирование (сору сво1се) (рис. 22—5). 
В этом случае дочерняя хромосома образуется в результате поочередного 
использования в качестве матрицы хромосомы реципиента и ДНК доно- 
ра. Вновь образованная хромосома подобна исходной хромосоме, за 
исключением сегмента, образовавшегося при использовании в качестве 
матрицы трансформирующей ДНК. Ожидается, что рекомбинантная 
хромосома, образуемая по способу выборочного копирования, содержит 
полностью вновь синтезированную ДНК. 

Второй способ основан на разрыве и обмене такого же типа, как при 
хромосомных перестройках или при кроссинговере. В этом случае 
(рис. 22—5, 4) «разрывы» должны произойти с каждой стороны от включа- 
емого маркера, в результате чего происходит «двойной кроссовер» 
(стр. 144). Хотя двойные кроссоверы на коротких участках между двумя 
томологичными хромосомами высших организмов — чрезвычайно редкое 
событие, такого рода обмен может происходить при особых условиях 
и возможен между химически менее сложной хромосомой бактерии 
и более коротким сегментом трансформирующей ДНК. Соединение 
трансформирующей ДНК с маркерами рециниента не требует синтеза 

НК в области включения (М. Рох, 1962), хотя включаемый сегмент 
(длина которого соответствует, по крайней мере, длине цепи из 900 нукле- 
отидных пар), по-видимому, реплицируется синхронно с ДНК реципи- 
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ента. Опыты с использованием меченой ДНК показывают, что при транс- 
формации в ДНК реципиента включается однонитчатая ДНК донора 
и что, вероятно, может включиться любая из нитей ДНК донора (0. $19- 
а1ат, 1963; М. Еох а. М. АПеп, 1964). Таким образом, факты согласуются 
< гипотезой о включении посредством разрыва. й 


Важно отметить, что часть проникшей в клетку, но не интегрирован- 
ной ДНК донора, очевидно, не сохраняется в виде хромосомного генети- 
ческого материала. Если включение идет по способу выборочного копи- 
рования, то трансформирующий сегмент также не сохраняется; если же 


включение происходит путем «разрыва — обмена», то не сохраняется 
замещаемый сегмент ДНК. 


РЕКОМБИНАЦИЯ НИТЕЙ 1\ УТТВО 


Нагревание хромосомной ДНК вызывает ее денатурацию вследствие 
разделения нитей. После быстрого охлаждения образующиеся отдельные 
нити денатурированной ДНК могут сложиться, образуя значительное 
количество комплементарных пар оснований между основаниями, находя- 
щимися на различных уровнях отдельной цепи. При определенных 
условиях гомополимеры РНК, содержащие А, У, Ц или инозиновую 
кислоту, способны спариваться основаниями после складывания, в резуль- 
тате чего образуются правильные двуспиральные структуры. Чтобы 
понять синтез 4е поуо и ограниченную реакцию ш УИто, по-видимому, 
важно знать пределы, в которых происходит спаривание оснований одной 
нити в гомополимерах ДНК, содержащих Ц или Г. Как установили 
в 1961 г. Доти и соавторы, а также Мармур и Лейн, после нагревания 
пневмококковой ДНК в течение 10 мин. при 100°С практически все нити 
разъединены и все водородные связи разрушены; такая денатурация, 
названная плавлением, происходит быстро при достижении 71°С для 
аАТ и 83°С для аГац. Если ДНК, денатурированная нагреванием, 
медленно охлаждается, то происходит примерно только 70%-ная ренату- 
рация нативной ДНК, хотя, согласно ожидаемому, АТ и аГацЦ дают 
100%-ную ренатурацию. з 

Ренатурированная и нативная ДНК отличаются от денатурированной 
рядом свойств: 

1. Ренатурированная ДНК выглядит под электронным микроскопом 
почти так же, как и нативная ДНК, тогда как денатурированная ДНК 
представляет собой беспорядочно скрученную структуру с гроздевид- 
ными участками. 

2. Ренатурированная Е: ДНК одинаковы по плотности и лег- 

ой . 
г ЧИТ и нативная ДНК имеют примерно вдвое боль- 
ший молекулярный вес, чем денатурированная ДНК. 

4. Все виды ДНК имеют одинаковый спектр поглощения, однако 
ренатурированная я нативная ДНК м количество 
Ультрафиолетовых лучей, чем денатурированная , 

На процесс ренатурации влияет ряд факторов. ен 

1. Концентрация ДНЕ в медленно ‘отлаждающейся смеси. Пр > 
кой концентрации отдельных нитей наблюдается высокий процент рена- 
турации, в то время как медленно охлаждаемая смесь, содержащая 
отдельные нити в низкой концентрации, фактически не образует двойных 
о Зы солей. Отрицательно заряженные ре Зрущиее 
отдельных нитей имеют тенденцию предотвращать их соединение с дру- 
гими нитями. Это препятствие может быть преодолено при дозавлении 
к раствору КС!, который действует в качестве защиты от действия сил 
отталкивания между фосфатами. В определенных пределах чем больше 
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концентрация КС|, тем выше процент ренатурированной ДНК, получае- 
мой при медленном охлаждении нагретой ДНК. а у 

3. Источник ДНК. Допустим, что молекулярный вес нативной ДНК 
приблизительно одинаков у всех организмов. Тогда клетка млекопитаю- 
щего, содержащая примерно в 1000 раз большее количество ядерной ДНК 
по сравнению с бактериальной клеткой, должна содержать примерно 
в 1000 раз больше молекул ДНК. Допустим также, что все молекулы ДНК 
в геноме отличаются последовательностью оснований. Тогда при опреде- 
ленной концентрации денатурированной ДНК количество комплементар- 
ных нитей в образце ДНК из тимуса теленка должно быть в 1000 раз 
меньше, чем количество комплементарных нитей в образце ДНК пневмо- 
кокка. Если растворы денатурируемой ДНК одинаковой концентрации 
нагреть до 80°С, то большая фракция бактериальной ДНК образует 
двойные нити, тогда как ДНК тимуса теленка не образует заметных коли- 
честв аналогичной фракции. Следовательно, при ренатурации существен- 
на концентрация комплементарных нитей. 

ДНК может быть денатурирована ш УЙто с помощью большого числа 
органических химических веществ, включая мочевину, ароматические 
соединения и различные спирты. Эти данные, однако, не следует рассма- 
тривать как свидетельство того, что такие соединения выполняют ту же 
функцию ш у!уо или что они как-то причастны к сохранению нитей ДНК 
в состоянии двойной спирали ш У1у0 или при обычных условиях ш Уйто. 

При нагревании ДНК ш УЙто можно наблюдать другое изменение 
физико-химических свойств. Как уже указывалось, молекулярный вес 
нативной ДНК пневмококков примерно равен шести миллионам. При 
нагревании определенных препаратов такой нативной ДНК образуются 
отдельные нити, имеющие молекулярный вес менее половины этого зна- 
чения. Такое уменьшение молекулярного веса может быть объяснено 
присутствием ДНКазы, загрязняющей препарат. 

При разделении таких комплементарных нитей с помощью тепловой 
денатурации каждая отдельная нить оказывается фрагментированной. 

Как уже упоминалось ранее, ДНК из разных источников и фрагменты 
ДНК разных размеров ведут себя по-разному на разных стадиях процесса 
трансформации. Если ДНК ш уйто обработана ДНКазой в разных кон- 
центрациях, то сначала повреждаются отдельные нити двойной спирали 
и только позднее, когда обе нити будут повреждены примерно в одинако- 
вых участках, молекула разъединяется (1. Гегтап, Г. То|пасв, 1957, 
1960). В результате подобного рассечения образуются более мелкие моле- 
кулы ДНК, которые, как уже говорилось, слабо проникают в клетку 
реципиента. Даже повреждение только одной нити двойной спирали 
уменьшает способность к трансформации. Этот эффект отчасти объясняет- 
ся неспособностью проникших молекул трансформировать клетку вслед- 
ствие инактивации трансформирующего локуса или локуса, необходимого 
для синапсиса или интеграции. 

У пневмококков денатурированная ДНК имеет незначительную транс- 
формирующую активность. Молекулярная основа этого явления еще не 
определена. С другой стороны, трансформирующая способность ренату- 
рированной ДНК может составлять 50% от способности нативной ДНК, 

взятой в эквивалентной концентрации. Увеличение концентрации ДНК 
и высокая ионная концентрация способствуют повышению как ее рена- 
турации, так и трансформирующей способности. 

Если ренатурация осуществляется в смеси, содержащей №“ и № 
молекулы ДНК ЕЁ. сой, то удается получить гибридные молекулы. (Напом- 
ним, что такие синтетические молекулы могут быть определены по проме- 
жуточному положению, которое они занимают в ультрацентрифужной 
пробирке.) Гибридные молекулы могут быть также образованы между 
отдельными нитями ДНК различных видов, но только в тех случаях, когда 
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эти виды генетически близкородственны (о чем можно судить по воз- 
можности осуществления межвидовой трансформации), т. е. последова- 
тельность оснований в их ДНК весьма сходна. Молекулярные гибриды 
используются для сравнения последовательности оснований у близкород- 
ственных организмов, даже если генетическая рекомбинация между ними 
невозможна. 


Следует указать дополнительно на следующие наблюдения. 


1. Разделение нитей при нагревании завершается в течение нескольких 
минут. Интересно, происходит ли такое же быстрое разделение нитей 
ш У1У0? Предполагается, что в обычных условиях разделение нитей осу- 
ПЕСН ОтОЯ © помо фермента равелазы, точнее анравелазы (ппгауе]азе). 

2. Обнаруженная способность к разделению и соединению отдельных 
нитей должна привести к лучшему пониманию трансформации, в частно- 
сти, механизма интеграции. 

3. Мельчайшие единицы рекомбинации генетического материала иден- 
тичны мельчайшим единицам ДНК, которые могут быть включены или 
замещены в генотите реципиента при генетической трансформации. 

Физические и химические свойства ДНК, возникшей вследствие 

экстенсивного синтеза ш УИто, близки свойствам природной ДНК, 
используемой в качестве затравки-матрицы, и подобный синтез т УуЙто 
можно считать биологическим процессом. Однако не доказано, что такая 
ДНК обладает биологическими свойствами, т.е. функционирует генетически 
т Ухо. При использовании трансформирующей ДНК в синтезе ш уЙго 
общая трансформирующая способность инкубационной смеси уменьшает- 
ся с увеличением времени, в течение которого продолжается синтез. 
Возможно, что в препарате полимеразы присутствуют следы ДНКазы, 
которая снижает общую трансформирующую активность ДНК посред- 
ством нарушения целостности нитей ДНК, в результате чего трансформи- 
рующая способность ДНК утрачивается быстрее, чем увеличивается 
количество ДНК в процессе синтеза. Однако биологическая активность 
вновь синтезированной ДНК может быть определена путем дифференциро- 
ванного маркирования старой и новой ДНК и раздельной проверки 
трансформирующей способности каждой из них. Например, нерадио- 
активную ДНК, содержащую 5-бромурацил, используют в качестве затрав- 
ки-матрицы для синтеза радиоактивной ДНК, не содержащей 5-бромура- 
цила (В. Тливаю, \У. 52уБа13 1, 1963). После завершения синтеза осущест- 
вляется центрифугирование ДНК в градиенте плотности, в результате 
которого отделяется двунитчатая фракция, содержащая, по-существу, всю 
вновь синтезированную ДНК (радиоактивная и обладающая меньшей 
плотностью, чем ДНК с 5-6 ромурацилом). Установлено, что эта новая ДНК 
способна трансформировать различные генетические локусы. Поскольку 
Другие объяснения, по-видимому, исключаются, то можно считать дока- 
занной возможность синтеза т ато биологически активного генетического 
материала, т. е. Функционально активных генов. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Генетическая рекомбинация У бактерий _ и других жи. мон 
осуществляться посредством генетической трансформации. бантерий 
Этот процесс включает последовательный ряд событий, в результате кото- 
рых компотентные*клетки сначала временно, & затем постоянно связыва- 
ются с ДНК. Проникнув в клетку, ДНК, повидимому: спаривается с соот- 
зетствующим участком бактериального генома тЫ процесса, 
Подобного синансису. Трансформация завершается, когда небольшой сег- 
мент ДНК включается в геном клетки в результате замещения гомологич- 


ого сегмента хромосомы реципиента. 
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Трансформация дает прямое и окончательное хо что 
хромосомная ДНК — это генетический материал. акт. ‚зы меньшал 
рекомбинационная единица генетического материала соответствует наи- 
меньшей единице ДНК, включаемой или замещаемой при трансформации. 

Разделение нитей ДНК и их рекомбинация ш уИго сопровождаются 
соответственно денатурацией и ренатурациеи ДНК. т 

Получены убедительные данные, согласно которым функционально 
активные гены, вводимые в бактериальные клетки при трансформации, 
могут быть синтезированы ш УЙто. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


22.1. Какое из свойств бактерий дает им наибольшее преимущество 
перед другими объектами генетических исследований? 

22.2. Допустим, что все члены клона генетически идентичны. Может 
ли половой процесс влиять на результаты какого-либо эксперимента из 
описанных в этой главе? Объясните. 

22.3. Чем отличаются между собой ауксотрофные и прототрофные 
бактерии? 

22.4. Составьте план эксперимента по обнаружению мутагенного дей- 
ствия красителя акрифлавина на Ё. сой. 

22.5. Сравните «хромосому» бактериальной клетки с хромосомой 
человека. 

22.6. Правильно ли говорить о «бактериальной хромосомной ДНК»? 
Ведь бактерии не содержат типичных хромосом. Объясните. 

22.7. Что подразумевается под интеграцией в генетике? Не пользуясь 
схемами, опишите механизмы, с помощью которых может происходить 
интеграция. 

22.8. Перечислите те черты кроссинговера, которые трудно объяснить, 
исходя из механизма выборочного копирования. 

22.9. Обсудите вопрос о генетическом контроле синтеза и деградации 
генов. 

22.10. Разберите критически утверждение (стр. 13), согласно которому 
генетическая передача может осуществляться между особями только при 
образовании межклеточного моста. 

22.11. Какие имеются основания для того, чтобы считать трансформа- 
цию формой генетической рекомбинации, а не мутацией? Вы согласны 
с такой интерпретацией? Почему? 

22.12. Придумайте эксперимент, который позволил бы установить, 
действительно ли происходит разделение цепи во время экстенсивного 
синтеза ш уйто. 

22.13. Способствуют ли исследования по трансформации решению 
вопроса о плоидности пневмококков? Объясните. 

22.14. Какого рода проблемы могли бы Вы исследовать, если бы вла- 
дели методом изучения судьбы отдельных клеток, подвергшихся действию 
трансформирующей ДНК? 

-15. Что дают исследования по генетической трансформации для 
познания генетической природы сохраняемой и не сохраняемой хромосом- 
ной ДНК? 

22.16. Скопируйте рис. 22—5, показывающий предполагаемую последо- 
вательность оснований в двунитчатой ДНК. Имеет ли Ваш рисунок какое- 
либо отношение к ответу на вопрос 22.8? Объясните. 

22.17. Как Вы объясните данные (стр. 313) о том, что частота двойных 
трансформаций по определенным маркерам иногда несколько ниже, чем 
произведения частот двух соответствующих единичных трансформаций? 

22.18. Межвидовая трансформация у бактерий происходит редко или 
отсутствует, когда реципиент и донор различаются по относительному 
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СоорнЕ р г Ц. Когда же содержание Г --Ц у них одинаково, 
может ооразовываться гибридная ДНК донора и реципиента, даже если 
межвидовая трансформация происходит редко. Обсудите значение дан- 


Ч ы Же ы -- 
ных 0 азия Г - Ц, образовании гибридной ДНК и межвидовой 
трансформации для таксономических исследований бактерий. 
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И Глава 25 


БАКТЕРИАЛЬНЫЕ МУТАЦИИ И КОНЪЮГАЦИЯ 


МУТАЦИИ 


Практически все мутации, возникающие после обработки мутагенным 
фактором, имеют неадаптивные или нежелательные для организма феноти- 
пические проявления (глава 16). Вредные проявления этих мутаций явно 
не зависят от присутствия мутагена в среде. Подобным же образом многие 
из редких мутаций, увеличивающих приспособляемость организма, остают- 
ся полезными в отсутствие мутагена, индуцировавшего их. В редких 
случаях, однако, мутагенный фактор (например, рентгеновы лучи) 

индуцирует возникновение мутанта, имеющего адаптивное преимущество 
в присутствии мутагена (например, устойчивость к действию рентгеновых 
лучей, вызывающих генетические или иные повреждения). Возникает ли 
такой адаптивный мутант случайно или его появление обусловлено генети- 
ческим изменением в ответ на воздействие мутагена? Подобный же вопрос 
возникает при изучении адаптивных мутантов, возникающих «спонтанно». 

Появляются ли эти мутанты в результате адаптивного генетического изме- 

нения в ответ на воздействие какими-то неизвестными факторами окру- 

жающей среды? 

Такую общую проблему можно рассмотреть, используя определенный 
штамм Ё. сой, который, по-видимому, никогда не подвергался воздействию 
лекарственного препарата стрептомицина. Если такой штамм высеять на 
агар, содержащий стрептомицин, то почти все особи окажутся неспособны 
ми к росту и образованию колоний; они стрептомициночувствительны. 
Однако примерно 1 бактерия из 10 миллионов растет на этой среде и обра- 
зует колонию, состоящую из стрептомициноустойчивых клеток, что 
свидетельствует о передаче устойчивости дочерним клеткам. Возникает ли 
адаптивный устойчивый мутант в ответ на воздействие стрептомицина, 
который вызывает направленную мутацию? Или же стрептомициноустой- 
чивые мутанты возникают в отсутствие стрептомицина, спонтанно, а стрен- 
томицин действует только как селективный фактор, отбирающий пред- 
существующие утойчивые мутанты? Или, может быть, верны оба объясне- 
ния? Формулируя проблему в более общих чертах, вопрос следует 
поставить следующим образом: следует ли считать мутанты, устойчивые 
к воздействию, постадаптивными (возникшими после воздействия), или 
преадаптивными (уже присутствующими перед воздействием), или же 
встречаются оба типа мутантов? 

Вполне очевидно, что необходимость воздействия на особей каким- 
| либо из исследуемых факторов — в данном случае стрептомицином — 
| делает неубедительными результаты подобных опытов, ибо при таких 
| условиях невозможно решить, имеет ли мутант постадаптивное или пре- 
| адаптивное происхождение. Однако эту трудность удается преодолеть. 
| Если стрептомициноустойчивые мутанты преадаптивны, то они должны 
И встречаться и в отсутствие антибиотика и давать начало клонам, все особи 
| | | которых устойчивы. Следует снова указать, что мутация с возникновением 


























стрептомициноустойчивости, каков бы происхождение она ни имела, — 
событие очень редкое. Поэтому нужно вырастить около 40 миллионов 
клонов на агаре, не содержащем стрептомицина 


х ,› и проверить каждый 
клон на стрептомициноустойчивость путем пересе 


ва образца каждого из 
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них на среду, содержащую стрептомицин! 
пересева часть клона или весь клон окаж 
антибиотика. Если устойчивость обусловл 
то, вернувшись к соответствующему исход 
не подвергался воздействию стрептомиц 
образцы, которые также будут устойчи 


постадаптивное происхождение, то другие образцы исходного клона дадут 
мутацию к устойчивости с той же вероятностью, с какой ее могут дать 
любые другие образцы из любых других клонов. 

Существуют три метода установления преадаптивного и постадаптив- 
ного происхождения мутантов с использованием клональных образцов. 
При использовании первого метода выращивают один (предположительно) 
стрептомициночувствительный клон в жидкой среде и затем рассевают 
его на агаре для образования большого числа отдельных колоний. Затем 
образец каждой колонии наносят на агар в виде полосы, перпендикуляр- 
ной полосе в слое агара, содержащей стрептомицин. Там, где стрептомици- 
на нет, каждый бактериальный штрих дает рост на агаре и, если провере- 
но достаточное количество клонов, то по крайней мере один из штрихов 
будет также расти в зоне стрептомицина (рис. 23—41). 

Если стрентомициноустойчивые мутанты постадантивны по происхо- 
ждению, то в зоне стрептомицина полоса роста должна резко прерваться, 
так как особи клона, посеянного поперек зоны стрептомицина, перво- 
начально чувствительны к стрептомицину и лишь в редких случаях можно 
ожидать возникновения постадаптивной мутации сразу не в одной клетке. 
Другие образцы, взятые из того же клона, будут давать столь же ограни- 
ченный рост на стрептомицине, как и первый образец. Если же изучаемая 
мутация преадаптивна, то рост в зоне стрептомицина должен быть почти 
таким же сплошным, как и после пересева на стрептомицин чистого клона 
устойчивых бактерий или смеси бактерий с высоким процентом устойчи- 
вых особей. Тот факт, что родительский клон представляет собой спонтан- 

но возникший преадаптивный стрептомициноустойчивый мутантный клон, 
будет считаться окончательно доказанным в том случае, если другие 
образцы этого клона также смогут хорошо расти, будучи посеянными на 
стрептомицин. 

Учитывая редкость появления в этом штамме мутации от стрептомици- 
ночувствительности к устойчивости (4 на 107 клеток), следует признать, 
Что этим методом практически невозможно установить, пре- или пост- 
адаптивна стрептомициноустойчивость мутантов. (Тем не менее, этот 
метод многократно использовали в других исследованиях генетики 
бактерий.) 

Второй метод, который может быть использован для проверки клонов, 
основан на использовании отпечатков (терМса Лапа; 7. ГедегЬеге, 
Е. ГедегБего). Как и в первом случае, эту процедуру начинают с рассева 
клеток одного клона в чашках Петри на агаре, не содержащем стрептоми- 


Ожидается, что после такого 
ется устойчивым к действию 
ена преадаптивной мутацией, 
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выми. Если же мутант имеет 
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цина. После инкубации в чашке образуется около тысячи колоний. Накла 
дывая эту исходную чашку на ворс бархата и слегка прижимая ее к ткани, 
можно получить образцы почти всех колоний одновременно. Бархат, 
ворс которого захватывает от 10 до 30% каждой колонии, используется для 
перенесения соответствующего образца колоний на серию чашек-отпечат. 
ков (рис. 23—2). Предварительные контрольные опыты показывают, что 
с помощью бархата можно сделать несколько хороших отпечатков с исход- 
ной чашки; таким способом могут быть «перепечатаны» как устойчивые, 
так и чувствительные к стрептомицину клоны. Первая копия делается на 
среде, не содержащей стрептомицина, тогда как вторая и последующие — 
на чашках, содержащих стрептомицин; в них колонии, естественно, будут 
образованы только стрептомициноустойчивыми бактериями. Если верна 
гипотеза о постадаптивном возникновении мутантов, то вероятность роста 
клеток из одной колонии на двух отпечатках в присутствии стрептомицина 
и вероятность роста двух колоний на одном отпечатке одинаковы. Другими 
словами, расположение устойчивых колоний на разных отпечатках будет 
случайным. Если же мутанты преадаптивны, то все отпечатки устойчивых 

колоний должны строго совпадать (хотя могут быть и исключения: иногда 
бархатный штамп не может передать часть одних и тех же колоний на 

каждую из чашек-отпечатков). Естественно, что так же легко можно найти 

устойчивую колонию в соответствующем положении и на исходной чашке. 

Несмотря на то что эта методика перепечатки клонов удобна для многих 

других целей, она еще слишком трудоемка для проверки пре- или пост- 

адаптационных гипотез, ибо для нахождения одного клонального мутан- 

та, отличающегося стрептомицинорезистентностью, необходимо сделать 

отпечатки примерно с 10 тысяч чашек. 

Эту трудность можно преодолеть при использовании третьего метода 
для проверки клонов, который включает перепечатку соприкасающихся 
колоний. В этом случае на агар, не содержащий антибиотик, может быть 
посеяно около миллиарда бактерий (из стрептомициночувствительного 
клона). Они будут образовывать мелкие колонии, настолько тесно сопри- 
касающиеся друг с другом, что они растут вместе и образуют бактериаль- 
ный газон (рис. 23—3,А). Тем не менее, можно сделать отпечаток такого 
газона на стрептомициновом агаре. Такой отпечаток будет давать рост 
в том месте, где имеются устойчивые к антибиотику мутанты (рис. 23— 3,5. 





РИС. 23-2. 


Отпечатки отдельных колоний (справа), сделанные с исходной чашки 
(слева) (по М. Маесвеп) 
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РИС. 23-3. 


Отпечатки  бактериаль- 
ного газона для опреде- 
ления  стрептомицино- 
устойчивых мутантов (по 
У. ГеегЬего и Е. Гледег- 
Бег) 





В, Г). Затем можно вернуться к соответствующему участку исходной чашки 
и получить образцы для проверки на устойчивость к антибиотику. Если 
такие ‚образцы не богаче устойчивыми мутантами, чем образцы из других 
случайно выбранных участков исходной чашки (соответствующих тем 
участкам, которые не дают роста ни на одном из отпечатков), то будет 
доказана гипотеза о постадаптивном возникновении мутантов. Такой 
эксперимент был осуществлен, и оказалось, что исходная чашка гораздо 
богаче мутантами в участках, соответствующих мутантным на отпечатках, 
чем в участках, которые на отпечатках не содержали мутантов. Более того, 
мутантные клоны имеют тенденцию к образованию роста в соответствую- 
щих положениях на всех чашках с отпечатками (рис. 23—3, БГ). Следова- 
тельно, большинство мутантов по происхождению явно преадаптивны. 
Другие эксперименты доказывают окончательно, что в случае стрептоми- 
цина почти все (если не все) мутанты, устойчивые к действию антибиотика, 
преадаптивны, т. е. стрептомицин не индуцирует возникновения устой- 
чивых мутантов в количестве, поддающемся определению. Поскольку такие 
же результаты получены и с хлорамфениколом, их можно экстраполиро- 
вать и сделать вывод о том, что; как правило, устойчивые мутанты, 
обнаруживаемые на среде с каким-либо препаратом, возникают спонтанно 
д0 его воздействия и, следовательно, преадаптивны по происхождению. 
Большие количества бактерий могут быть легко проверены на наличие 
мутаций. Например, на агар, содержащий антибиотик, можно НЫ 
около миллиарда чувствительных к нему бактериальных клеток и опред 
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лить число устойчивых клеток по числу образующихся колоний. Число 
мутаций к прототрофности может быть также определено путем рассева 
ауксотрофов на агар, не содержащий необходимого для их роста фактора, 
и подсчета числа образующихся колоний. Однако для получения данных 
о частоте мутирования необходимо установить число мутантов на единицу 
события. У многоклеточных организмов частота мутирования выражается 
обычно в мутациях на клетку, особь или поколение. Это также может быть 
применено и к бактериям. Так, частота мутаций от стрептомициночувстви- 
тельности к устойчивости в одном определенном штамме Е. сой (не в том, 
который использовали в экспериментах, рассмотренных выше) равна 
1 мутации на миллиард бактерий. Это одна из самых низких частот мутиро- 
вания, которую когда-либо удавалось измерить для какого-либо организма. 
Иногда желательно, чтобы частота мутаций была выражена в мутациях 
на единицу времени, например, при описании нарастания мутаций, наблю- 
даемого при созревании сперматид или сперматозоидов у дрозофилы (гла- 
ва 14). В случае бактерий возможны значительные колебания длительно- 
сти времени, небходимого для завершения генерации. При колебании 
времени генерации от 37 минут до 2 часов естественно ожидать, что, 
чем короче время генерации, тем выше частота мутирования в час. Если 
время генерации увеличено от 2 до 12 часов, частота возникновения мута- 
ций в час постоянна — каждый час задержки дает увеличение числа мутан- 
тов примерно на одно и то же количество. (Таким образом, при колебании 
времени генераций от 2 до 12 часов наблюдается линейное увеличение 
числа мутантов на генерацию.) Наконец, даже в тех случаях, когда время 
генерации увеличено от 12 часов до бесконечности (при изучении неделя- 
щихся клеток, сохраняющих жизнеспособность в среде, которая содержит 
источник энергии), удается также обнаружить некоторое количество 
мутантов. 
Вполне очевидно, поэтому, что лучший способ определения частоты му- 
таций — это определение числа мутаций на клетку (или особь) за единицу 
времени. Однако в тех случаях, когда каждый из циклов деления или 
каждая тенерация занимает один и тот же период времени (что 
наблюдается у бактерий при оптимальных условиях культивирования), 


частота мутаций обычно измеряется на одну генерацию, служащую как 
бы единицей времени. 


КОНЪЮГАЦИЯ 


Генетическая рекомбинация у бактерий может осуществляться посред- 
ством генетической трансформации. Для трансформации характерны две 
черты, которые не рассматривались при обсуждении генетической реком- 
бинации у многоклеточных организмов. 

1. ДНК донора проникает в клетку реципиента без участия какого- 
либо другого организма, что подтверждается инфекционностью чистой 
ДНК. В трансформации действительно участвует генетический матери- ету 
ал двух разных клеток, однако ее нельзя считать типичным половым Вс, ы 
процессом, поскольку ее осуществление не зависит от контакта между 
клетками донора и реципиента. :: 

2. Процесс интеграции, ведущий к генетической рекомбинации, 
нуждается в присутствии только части генома клетки донора. (В резуль- 
тате лишь небольшой сегмент проникшей ДНК донора замещает неболь- 
шой гомологичный сегмент генома реципиента.) >. 

По-видимому, можно считать вполне обоснованной типотезу, согласно 
которой любая гомологичная ДНК, проникшая в бактериальную клетку, 
может включиться в ее геном с помощью механизма, Участвующего в транс- 
формации. Несомненно, могут существовать и другие способы введения 
ДНК в клетку. Поэтому нам следует рассмотреть эксперименты, с помо- 
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щью которых можно узнать, передается ли ДНК из одной бактериальной 
клетки в другую, когда эти клетки контактируют друг с том 
Один из таких экспериментов Л ый ру другом. 

Е ов Ледерберг и Татум (1946) провели сле- 
дующим образом: на прототрофный штамм (К12) Е. сой воздействовали 
агеном (рентгеновыми или . оздейс а 
м Ультрафиолетовыми лучами) для получения 
отдельных ауксотрофных мутантов, которые не растут без тех или иных 
добавочных факторов, входящих в состав питательной среды. Воздействие 
мутатеном повторяется, причем сначала используют мутанты, ауксотроф- 
о В отношении одного фактора роста, а затем и двойные ауксотрофы 
п, в КОНЦе КОНЦОВ, получают две линии, которые отличаются друг от друга 
тремя мутациями ауксотрофности, причем все шесть мутаций возникают 
независимо. Один из троиных мутантных штаммов ауксотрофен в отноше- 
нии треонина (7), лейцина (Г^) и тиамина (В;`); другой тройной мутант 
ауксотрофен в отношении биотина (В“), фенилаланина (Ра’) и цисти- 
на (С). Генотипы этих двух линий могут быть записаны, как 

ТГВ, В'Ра’С* и Т*1АВ,\В-Ра`С- соответственно. 
Чистые линии выращивают отдельно на жидкой полноценной культу- 
ральной среде, т. е. на среде, содержащей все факторы, небходимые для 
роста и репродукции. Для образования бактериального газона на полно- 
ценную агаровую среду высевают около 103 бактерий одной линии. Затем 
делают три отпечатка для линии 7” /[/^ В, (рис. 23—4) на чашки, каждая 
из которых содержит полноценную среду без одного из требуемых факто- 
ров роста (Т, С и В, соответственно). Иногда на сделанных отпечатках 
появляется клон, способный к росту: преадаптивный мутант образует этот 
клон, прототрофный в отношении фактора, отсутствующего в среде. Однако 
рост такого клона не обнаруживается в соответствующих положениях на 
всех трех средах (или даже двух) с частотой, превышающей случайное 
совпадение. Такой же результат получают при проверке того же количества 
бактерий линии В Ра’ С`, рассеваемых на полноценной среде и проверя- 
емых тем же методом отпечатков. Поэтому можно заключить, что в редких 
случаях действительно встречаются отдельные мутации к прототрофности 
в отношении одного питательного фактора: однако двойные или тройные 
мутации не встречаются с частотой, поддающейся определению. 

В другом опыте точно повторяется предшествующий эксперимент с тем 
лишь отличием, что одинаковые количества двух тройных мутантов 
смешиваются в жидкой среде перед рассевом на полноценную агаровую 
среду. В этом случае (рис. 23—5) делают шесть отпечатков на чашки, содер- 
жащие полноценную среду, лишенную ряда компонентов: в первых трех 
случаях в ней отсутствуют В, Раи С и, кроме того, один из трех компо- 
нентов: Т или Г или В; в других трех — отсутствуют Т, Си В, а также 
один из трех компонентов, В1, Ра или С. Особи Т ГГ В; не способны 
расти на первых трех упомянутых средах из-за отсутствия одного из 20е- 
буемых для их роста компонентов и не способны расти на последних трех 
из-за отсутствия всех трех необходимых компонентов. Особи В` Ра С 
не растут на первых трех средах из-за того, что все три необходимых для 

твуют и не могут вырасти на последних трех, 
их роста компонента отсутс 

так как отсутствует один из них. Если исходная чашка содержит праздат- 
ТИВНЫЙ мутант в отношении одного из локусов, определяющих зависимость 
й то только на одной из шести чашек, содер- 
от состава питательной среды, 5 
жащих отпечатки, образуется колония. Например, если на оОДНой 
чашке возникнет среди 7 ГГ В, клеток Г. -мутант, то такой клон будет 
расти только на чашке. со средой, лишенной В, Ра, С иТ. В самом деле, на 
и обнаруживается рост примерно в 100 различных 
и СКА ительно превышает число участков роста 

Участках. Это количество знач е 
ами двух линий, рассеянных по отдельности. 
варианты растут только на одной из шести 
аях рост появляется’ сразу на двух средах; 


на шести средах с отпечатк 
данном случае некоторые 
Сред. Однако во многих случ 
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такие растущие на двух средах варианты должны были Роги 
независимость от состава питательной среды по двум локусам. Наконец, 
обнаружено много таких вариантов, которые растут Л а оредах, 
что свидетельствует об их полной прототрофности (1’ 1 а’ С*). 
Исследование таких клонов на отпечатках и на исходной чашке показывает, 
что эти изменения преадаптивны и передаются из поколения в поколение. 
Оказалось, что независимость от факторов питательной среды этих чистых 
клонов возникает не в результате какой-либо физической связи между 
двумя или более различными ауксотрофами. Тот факт, что на средах 
< отпечатками возникает большое количество клонов, среди которых мно- 
гие полностью прототрофны или ауксотрофны в отношении только одного 
фактора роста, доказывает, что эти результаты не обусловлены спонтанным 
мутированием. По-видимому, они возникают вследствие своеобразной 
генетической рекомбинации. 

Может ли такая генетическая рекомбинация быть результатом транс- 
формации? Напомним, что в большинстве случаев трансформируется 
только один локус и что частота двойных трансформаций значительно 
ниже, чем частота единичных трансформаций, даже в тех случаях, когда 
локусы, по-видимому, очень тесно сцеплены. Тем не менее, в описанном 
эксперименте двойные рекомбинанты обнаруживаются часто. Так, опре- 
деленные рекомбинанты в отношении двух локусов (например 7’ /* 
В, В‘ Ра" С') встречаются чаще, чем рекомбинации по одному из этих 
локусов (7Т` Г В, В’: Ра! Си ТГ В, В' Ра’ С'). Еще труднее объяс- 
нить трансформацией большое количество в этих опытах тройных 
рекомбинантов — полных прототрофов. Некоторые дополнительные экспе- 
рименты предназначены для проверки правильности такого объяснения. 
Показано, что ряд прототрофов, полученных в результате рекомбинации, 
возникает независимо от присутствия ДНКазы в среде, в которой бакте- 
рии смешивают или на которую их рассевают. Трансформация не про- 
исходит, если одну культуру Ё. сой обрабатывают фильтратом или ауто- 
` лизатом другой. Следовательно, генетическая рекомбинация у Е. сой 
не обусловлена трансформацией. 

В другом эксперименте использовали (-образную трубку, разделен- 
ную фильтром из пористого стекла на две части. В такую О-образную 
трубку добавляют бульон, а в 

Я НЕ +++ -- каждое из ее колен вносят один 

ГЕ В,В Ра к Г. ВВ Ра из ее. отличающихся штаммов. 

Смесь Питательная среда и растворимые 

вещества, а также мелкие части- 

цы (включая вирусы), могут сво- 

Исхобная чашка [] бодно проходить через пористое 

стекло, действующее т к 
ПВ с’ Ч.обабки 6 среде сыт м. --3 


6 реплик 
Е р РИС. 23-5. 
Схема использования метода отпечатков 
(6) для определения генетической рекомби- 
нации у Е. со. 
С 
ТЕВВРС ТИВВРС ТВ ВРаС Полностью прототрофный‘рекомбинант найден 


на всех отпечатках в положении на чашке, 


й 5 5 
ферблата). Отпечаток 1 несет клон 
} (растущий 
к о (5 ни в положении, соответствующем цифре 9), ко- 
г т + р БЕЙ торый может быть обусловлен либо би- 
В Раб ТЕВВ РС ГВ, нацией, либо мутацией к Т+ Не 
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мн са Ня сделанных соответственно из каждого колена трубки, 
рекомбинанты не были обнаружены. Следовательно, можно заключить 

В = , , 
что генетическая рекомбинация в этих опытах не обусловлена транс- 
формацией. Она также не зависит < 7 
при раесеве смеси трох разл т от присутствия вируса. Кроме того, 
мы а ичных мутантных линий К12 возникновение 
ты ааа С можно считать результатом рекомбинации 
маркеров всех трех линий еж рекомбинаитных в. отно т 
а Зы В же ‚ обнаружено не было. Очевидно, подобный тип 
Е } й ции зависит от кон’ьюгации, т. в. от влеточного 
вовтаета между спаренными бактериями, и его следует рассматривать 
как половой процесс. 

Частота половой рекомбинации в первом описанном эксперименте не 
превышает 1 на миллион клеток (100 клонов рекомбинантов на 400 мил- 
лионов бактерий, рассеянных на исходной чашке). Незначительная часто- 
та встречаемости такого события делает совершенно бесполезными микро- 
скопические поиски доказательств спаривания бактерий. (Значение 
нового явления не следует оценивать по частоте его встречаемости в экепе- 
риментах, впервые обнаруживших это явление. Напомним, например, что 
количество ДНК, впервые синтезированной ш УЙто, было чрезвычайно 
малым по сравнению с количествами, синтезируемыми теперь; то же самое 
можно сказать о трансформации. Частота ее, наблюдаемая вначале, была 
значительно меньше той (10—25%), которая может быть получена сегодня 
благодаря модифицированным методам.) 

Тин питательной среды, используемой в описываемом эксперименте, 
позволяет отбирать только определенные типы рекомбинантов. В первом 
рекомбинационном эксперименте отбирались только селектируемые мар- 
керы (только те аллели, которые обеспечивают независимость от опреде- 
ленных факторов питательной среды). Так, можно отобрать прототроф 
Т` [^ В,* В* Ра’ С", хотя определить встречаемость комплементарного 
полиауксотрофа 7/7 В, В Ра_С` не представляется возможным. Посколь- 
ку проверить встречаемость множественного ауксотрофа не удается, его 
существование можно вообще подвергнуть сомнению. Предполагается, что 
первый результат спаривания — это образование зиготы, содержащей 
частично или полностью генотипы родительских клеток. Предполагается, 
что при этом, как и в случае трансформации, происходит интеграция 
ДНК (если ДНК переходит от одного партнера к другому при спаривании). 
Однако долгое время не было получено доказательств правильности этого 
предположения. Другими словами, сохранялась вероятность того, что 

рекомбинант, образуемый при конъюгации, может быть диплоидом (час- 
тичным или полным), по крайней мере, в отношении генов, которых кос- 
нулась рекомбинация. ` 

Обнаружить зиготу под микроскопом практически невозможно. Одна- 
ко ее можно изучить генетически. После скрещивания некоторые клоны 
ведут себя так, как если бы они были мозаичными в отношении ряда 
маркеров. Если из таких клонов выделить отдельную клетку, вырастить 
из нее клон и затем исследовать его, то окажется, что какая-то часть 
потомства этой клетки обладает исходным генотипом какого-либо из родите- 
лей, а другая часть представляет собой продукт ериеете" (7. ГедегЪегя 
а. М. 7еПе).Ясно, что такие отдельные клетки происходят от более или менее 
устойчивых гетерозигот—особей диплоидных в отношении разных маркеров. 
Обнаружение гаплоидных рекомбинантов внутри такого клона те не- 
сомненным доказательством их происхождения от истинной зиготы. 1 апло- 
идные рекомбинанты получили название сегрегантов, однако это не значит, 

р 
уктами мейотического процесса. Полагают, что 


что они являются прод 
диплоидная зигота (частичная или полная), образуемая после бактери- 


альной конъюгации, обычно существует лишь временно, как и в случае 
трансформации, лишь до тех пор, пока не образуется гаплоидное потомство. 
, 
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Другими словами, все ‘гены в ядерной зоне Ё. сой обычно гапло- 
идны. 

Наряду с определенными генетическими маркерами, используемыми 
в качестве селектируемых (например, для определения рекомбинантных 
прототрофов), в клетках могут присутствовать и другие маркеры, которые 
не подвергаются селекции. Такие маркеры получили название неселекти- 


7 . т С 
руемых. Можно получить Ё. сой в двух генетических формах: У! устой- 


чива к инфекции бактериальными вирусами ТГ, и Тз; И! чувствительна 
к инфекции этими вирусами. Инфекция сопровождается гибелью бактери- 
альных клеток. Используя этот маркер и ауксотрофные мутации Р- 
(пролин-зависимость) и М (метионин-зависимость), можно провести 
скрещивание В М” Р' Т+У: х В* М: Р- Т- У; и отобрать прототрофы 
В* М*Р* Т*. Так как используемая среда не содержит вируса, локус 
У, используется в качестве неселектируемого маркера (7. ГедегЬегс, 
1947). 

В результате скрещивания получен ряд прототрофов, которые прове- 
рены в отношении устойчивости и чувствительности к вирусу 7’. 86% полу- 
ченных прототрофов устойчивы (71), и 14% — чувствительны (7) 
(рис. 23—56). Следует подчеркнуть, что обе эти формы рекомбинантны 
в отношении маркеров прототрофности. При проведении реципрокного 
скрещивания У! входит с родителем В+ М+ Р- Т-, а И, — с родителем 
В`М`Р*Т:*. В этом случае обнаруживается обратное процентное соот- 
ношение прототрофов, чувствительных и устойчивых к Т,. Другими сло- 
вами, родительский штамм, передающий прототрофу Р+ и Т*, передает 
также и И! локус, в результате чего 79—86% прототрофов чувствитель- 
ны к 7,. Неравенство частот устойчивых и чувствительных особей среди 
прототрофов (т. е. отсутствие соотношения 50% : 50%) и их перестановка нны 
в случае перестановки У, маркера в родительских клетках доказывает, | 
что интеграция и сегрегация У, локуса не происходит независимо от к Изве 
других маркеров, с которыми он входит в зиготу и которые позже при- ом г 
сутствуют в гаплоидном прототрофе. Поэтому ТУ, должен быть сцеплен 
сРиТ и расщепление между этими локусами (или отсутствие совместной Ча и, 
интеграции с ними) встречается примерно лишь в 20% случаев. 

Можно обнаружить также сцепление ауксотрофных маркеров в скре- 
щивании 1* [* В: В-ХТГ-`Г-В+ В*, проводимом на полноценной среде; 
смесь рассевают также на полноценную среду и с нее делают четыре отпе- } 
чатка на полноценные среды без Г (или без Г, или без В:, или без В). оны ( 
В результате прототрофные рекомбинанты растут на всех четырех средах, 
ауксотрофы в отношении одного фактора роста — на трех средах, тогда 
как двойные ауксотрофы растут на двух средах. Прототрофы встречаются 
чаще, чем 7* Г В,' В' или Г Г В,+* В*; следовательно, Ги Г. должны 
быть сцеплены. Дальнейшим анализом результатов экспериментов, 
в которых использованы другие маркеры, показано, что все изученные 
генетические маркеры Ё. со сцеплены друг с другом и на карте могут 
быть расположены в линейном порядке, соответственно их рекомбина- 
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ДЖОШУА ЛЕДЕРБЕРГ и ЭСТЕР МЕРИЛИН ЛЕДЕРБЕРГ 
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ционным (при сегрегации или интеграции) расстояниям. Этот анализ дока- 
зывает, что Ё. с0/1 вероятно имеет одну «хромосому». 

Известно, что генетическая рекомбинация, осуществляемая посред- 
ством полового процесса (конъюгации), встречается среди бактерий не 
только у Езсйечста, но и у Рзеи4отопаз, а при особых условиях и у дег- 
тайа и байтопеЦа. В организме млекопитающего наблюдали межродовую 
конъюгацию между Езсйемсма и батопейа. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Клоны бактерий представляют собой замечательный экспериментальный 
материал для изучения мутационного процесса и определения его частоты. 
Описаны методы выделения и определения мутантов. Мутанты возникают 
спонтанно, независимо от факторов, по отношению к которым они могут 
быть адаптивными. ,. 

У Есзсйечсва сой и других бактерий генетическая рекомбинация про- 
исходит после полового процесса (конъюгации). Нормально Ё. со содер- 
жит гаплоидную ядерную зону, в которой все изученные гены принадле- 
жат к одной линейной группе сцепления. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


23.1. Представлены ли в предыдущих главах какие-либо доказатель- 
ства относительно преадаптивной природы спонтанных мутации и если 
представлены, то где? 

23.2. Допустим, что в тысячу пробирок, не содержащих стрептомици- 
на, посеяно по одной бактериальной клетке из чувствительного к стрепто- 
мицину клона. Пробирки инкубируются до тех пор, пока в каждой из 
них не будет около миллиарда бактерий. Какого рода результаты можно 
получить при рассеве содержимого каждой пробирки на агар, содержа- 
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щий стрептомицин, если допустить, что мутации к стрептомициноустой- 
чивости постадаптивны? В случае преадаптивного происхождения мута- 
ций? Можно ли сделать выбор между этими двумя возможностями на 
основании ожидаемых результатов? Каким образом? 

23.3. Правильно ли заключить на основании приведенных здесь дан- 
ных об устойчивых мутантах, что применявшиеся препараты не обладают 
мутагенным действием? Объясните. 

23.4. Критически рассмотрите попытку доказать наличие генетиче- 
ской рекомбинации при конъюгации экспериментом, в котором смешива- 
ются два бактериальных штамма, единично ауксотрофных в отношении 


различных факторов, и потом проверяется присутствие прототрофов ноц 
в рассеве. и па 
23.5. Почему тщетны попытки получить цитологические доказатель- о 
ства процесса конъюгации у бактерий? ви 
23.6. Укажите различия между селектируемыми и неселектируемыми 
маркерами и приведите пример. В чем отличие единичного ауксотрофа и об 


от прототрофа? 

23.7. Каким образом в этой главе доказывается тот факт, что два 
ауксотрофа, образующие прототрофное потомство, образуют его в резуль- ар: 
тате конъюгации, а нев результате мутации, генетической трансформации 
или вирусной инфекции? 

23.8. Чем отличается генетическая трансформация от конъюгации? та 

23.9. Придумайте соответствующие генотипы для родителей, зиготы : ъно 
и ес клонального потомства и докажите существование зиготы, исходя 
из генотипов особей клона, который она образует. 

23.10. Не принимая во внимание центромеру, нарисуйте все возмож- 
ные варианты хромосомы с линейной рекомбинационной картой. 

23.14. Полагаете ли Вы, что открытие полового процесса у бактерий 
имеет большое значение для практической медицины? Почему? 
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Глава 24 


ЭПИСОМА Е 


Равноценны ли две конъюгирующие бактерии? Способна ли каждая из 
этой пары вести себя и как донор, и как реципиент при передаче ДНК 
из одной клетки в другую? Рассмотрим случай, когда две стрептомицино- 
чувствительные и ауксотрофно различные линии способны конъюгиро- 
вать друг с другом, образуя рекомбинантное потомство. Если обе линии 
были обработаны стрептомицином перед тем, как их смешали и рассеяли, 





р то клетки обеих линий оказываются неспособными делиться. Все клетки 

в ть в конце концов погибают и рекомбинантные клоны не образуются. Если 

форма предварительно воздействовали стрентомицином только на клетки одной 
Ма 


из двух родительских линий, то рекомбинанты тоже не образовывались. 
Однако после предварительной обработки другой родительской линии 


ъютаЦИ удалось получить прототрофные рекомбинанты (У. Науез, 1953). Следо- 
Геи, зиготы вательно, родительские линии не равноценны: родительская клетка, не 
ты, ИСХОДЯ дающая рекомбинантов в случае предварительной обработки стрептоми- 
цином — это ДНК-принимающая клетка, образующая после конъюгации 

все ВОЗМОЙ" зиготу. Если эта родительская клетка убита стрептомицином, то полу- 
артой, чить рекомбинантные клоны невозможно. Другая родительская линия 
+ бактерий должна всегда служить донором, передающим ДНЕ при конъюгации, 
а и гибель ее клеток после того, как они сыграли свою роль донора, не 
у. влияет на образование зиготы и последующую рекомбинацию. Родитель- 
ская клетка, действующая в качестве генетического донора, получила на- 

звание Е*-клетки (Еег ха оп — оплодотворение); родительская клетка, 

| действующая в качестве генетического реципиента, получила назва- 
7 # ние Г -клетки. Эти типы клеток соответственно осуществляют мужские 
Ад и женские функции. Таким образом, в случае конъюгации бактерий 


генетическая передача идет лишь в одном направлении. 

В эксперименте, обсуждавшемся на стр. 325—326, в качестве исход- 
ного штамма использовали Е. сой К 12 Е". : . 

Вариант Е”, вероятно, возник в процессе получения одной из тройных 
ауксотрофных линий. Скрещивание Ее 54 Е оказывается плодовитым 
(образуются рекомбинанты); скрещивание Е Хх Е Ея стерильно (реком- 
бинанты не образуются). Скрещивание Ех Е! может быть плодовитым, 
так как клетки Е* способны иногда спонтанно изменяться в Е или же 
Е'-клетки (действующие как Е -фенокопии), иногда ведут себя фенотипи- 
чески как Ё`, хотя генетически они представляют собой Е*. Если Е“- 
клетки поместить в культуру Ё -клеток, то все Е -клетки быстро превра- 
щаются в Е*. Скорость изменения Ё вЕ показывает, что ответственный 
за такое превращение фактор Е’ должен размножаться со скоростью, 
вдвое превышающей скорость деления обычной клетки Дн = 
вдвое быстрее хромосомной ДНК). Следовательно, у Е. со пло ть 
мужских клеток Е" обусловлена инфекционным фактором (или частицей) К. 

Известны некоторые свойства фактора К. ; 
1. Е-фактор передается от мужских клеток к женским только при кон- 
такте и не может быть выделен в виде свободной частицы, сохраняющей 
способность менять пол клеток (поэтому его нельзя т 
вирусом). 2. При скрещивании передается только Е елки . 3. Скре- 
щивания, сопровождающиеся передачей фактора Е, встречаются чаще, 
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но менее стабильны, чем скрещивания, сопровождающиеся передачей 
хромосомы. Кратковременная конъюгация, ведущая к передаче фактора Р, 
не сопровождается передачей каких-либо известных хромосомных маркеров. 
4. Обработка особей Е* красителем акридиновым оранжевым приводит 
к подавлению репликации фактора Е, в результате чего в потомстве 
появляются клетки Е`. Акридиновые красители подавляют также синтез 
хромосомной ДНК, однако не столь полно, как они подавляют реплика- 
цию фактора Е. Следовательно, чувствительность к «излечению» акриди- 
нами — это действительно отличительное свойство фактора К. В стабиль- 
ных Е*-культурах размножение Р-фактора протекает точно с такой же 
скоростью, как дупликация хромосом. Это свидетельствует о точной 
регуляции числа Е-частиц, которое приходится на одну хромосому; если 
же такая регуляция оказывается неэффективной (например, при превра- 
щении популяции Е`в Е* немногими Е*-клетками), наблюдается чрез- 
вычайно быстрое размножение фактора Е. 

Этих данных вполне достаточно для того, чтобы заключить, что Е-фак- 
тор — внехромосомная частица. Е-фактор не только делает клетку потен- 
циально плодовитой мужской клеткой (т. е. потенциально способной 
действовать в качестве хромосомного донора), но влияет также на содер- 
жащую его клетку и в других отношениях: 

1. Е-фактор изменяет поверхность мужской клетки таким образом, 
что она способна узнавать женскую клетку при контакте с нею и взаимо- 
действовать с этой клеткой. 

2. Е-фактор способствует образованию мостика между мужской 
и женской клетками, по которому он сам или хромосома проникают 
в Е -клетку. 

3. Е-фактор, по-видимому, также способствует образованию на поверх- 
ности клетки неких рецепторов для вирусов, повреждающих только 
мужские клетки (Т. Гоеь, М. И 1т4ег, 1961). 

4. Наконец, Е-фактор способствует передаче с низкой частотой слу- 
чайных хромосомных маркеров во время скрещивания Е+х Е`. Это 
явление получило название Г] («низкая частота рекомбинации» от 
английского Го\у #едиепсу о{ гесошЬ тай оп). До сих пор мы говорили 
о двух типах Ё. сой по отношению к скрещиванию Е- и ЁЕ*. Еще один 
тип может возникнуть из Е*-клеток. Он отличается тем, что дает довольно 
высокую частоту рекомбинации хромосомных тенов (по-английски — 
Нов Недлепсу о{ гесотБ тай оп) и поэтому назван Н/г. На плодовитость 
Нр-клеток предварительная обработка стрептомицином не оказывает 
влияния; поэтому клетки Н]" следует считать донорами. Такие Я г-клет- 
ки могут спариваться с Е`и Е*-клетками (с теми Е*, которые либо спон- 
танно изменились в Е`, либо ведут себя как Е -фенокопии), хотя в послед- 

нем случае плодовитость низкая. Скрещивания Н/"с Е`-клетками дают 
в 100—20 000 раз больше рекомбинантов, чем скрещивания Ех Е”. 
Клетки Н}" обычно не несут инфекционных Е-частиц, так как потомство 
от скрещивания Н}" Х Е` представлено обычно Е`-клетками и лишь 
изредка Н }г-клетками. Однако Я }"-штаммы могут ревертировать, т. е. воз- 
вращаться к исходному состоянию Ё*, обнаруживая при этом все свой- 
ства Е*-штаммов, в том числе наличие инфекционного Е-фактора. Н/- 
штаммы могут происходить только от Е*"-штаммов и ревертируют только 
к Ештаммам; отсюда можно заключить, что Е-фактор должен, сохра- 
няться в Нр-штаммах в скрытой, или связанной, форме. Е-фактор, 
существующий в такой скрытой форме, подавляет репликацию любого 
локализованного вне хромосомы Е-фактора, способного инфицировать 
другие клетки. 

Получение Н/г-штамма способствовало 
ков конъюгирующих пар бактерий. 

На рис. 24—41 приведена электронномикроскопическая фотография, 
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Успеху цитологических поис- 
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показывающая конъюгацию между 
клетками Е и Н]’. Клетка Н}’ 
несет на своей поверхности части- 
цы бактериального вируса (имею- 
щие форму головастика), убитые 
ультрафиолетовыми лучами; клет- 
ка Е не адсорбирует этих ча- 
стиц, так как она генетически 
устойчива к этому вирусу. Ясно 
виден цитоплазматический мостик 
между конъюгантами. Если после 
конъюгации таких маркирован- 
ных НЙ- и Е -клеток последние 
изолировать с помощью микрома- 
нипулятора и культивировать, то 
рекомбинанты дают только клоны, 
полученные от Е`-партнера. Заме- 
тим, что и в этом случае генети- 
ка и цитология взаимно способ- 
ствуют прогрессу каждой из этих 
наук. 

При изучении скрещиваний 
Нрх Е` обычно находят, что боль- 
шинство неселектируемых марке- РИС. 24-1. 
ров в рекомбинантном потомстве Конъюгация у Е. со (фото Т. Апдегзоп) 
получено от родителя ЁЕ`. Эти 
результаты могут быть объяснены 
либо передачей всего генома мужской клетки в женскую с включением 
только части его, либо передачей только части мужского генома и пол- 
ным включением ее, либо сочетанием обеих ситуаций. Для того что- 
бы сделать выбор между возможными объяснениями, Вольман и Жа- 
коб провели следующие эксперименты. 

Определенные генетически маркированные штаммы Ни Е` выра- 
щивали отдельно и затем смешивали в соотношении 1 : 20 для обеспечения 
быстрого контактирования всех Н/" с Е клетками. В разные проме- 
жутки времени, на протяжении примерно двух часов после смешивания, 
брали пробы и подвергали их сильному встряхиванию в смесителе Уорин- 
га. Такая обработка представляет собой весьма эффективное средство 
для разделения бактерий, входящих в состав конъюгирующих пар, 
и не влияет на жизнеспособность бактерий, на их способность подвер- 
гаться рекомбинации и на выражение различных хромосомных гено- 
типов, изучаемых в этих опытах. 

После разделения бактерии. рассевали и проверяли на наличие вклю- 
чившихся мужских маркеров. Как и следовало ожидать, в пробе, взятой 
сразу же после смешивания (проба в нулевой момент), рекомбинантов 
в отношении мужских маркеров не обнаружено; для, получения реком- 
бинантов по всем маркерам мужского штамма, конъюгация должна про- 
Должаться примерно 107 минут. Однако время вхождения различных 
маркеров мужского штамма в женскую клетку широко варьирует в пре- 
делах этого интервала времени (табл. 24—14). Например, 7-и С-маркеры 
штамма НР входят в Е -клетку не ранее 8,5 минут после начала конъю- 
гации, тогда как для вхождения маркера Са] (сбраживание галакто- 
зы) требуется около 25 минут. Известно, что Ти [, сцеплены друг © другом 
и на рекомбинационной карте Е+ (стр. 328) находятся на значительном 
расстоянии от Са/; следовательно, существует определенная связь между 
временем передачи от Нк Е и локализацией маркера на хромосо- 
ме Нр. 
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Таблица 4—1 
ИЕ 
РЕКОМБИНАНТЫ, ВОЗНИКАЮЩ 
ПРИ ИСКУССТВЕННОМ Вы КОНЪЮГАЦИИ 
Е 
В РАЗЛИЧНЫЕ МОМЕНТЫ ВРЕМ 
ПОСЛЕ СМЕШИВАНИЯ КУЛЬТУР Е- И Н/". ШТАММ Н® 
НЕСЕТ МАРКЕРЫ Т, Г, А», Ти, Гас, бы 
(ПО У. ХЭЙСУ) 


Минуты Рехомбинанты, получивише от Н!" маркеры: 





0 Ни одного 

8 гы 

ВЕР 

9 Т, Г, Аз 

44 г. ЧА Ах, т 

18 Т, Г, Аз, Ть Гас 

25 Т, Г, Аз, Та, Гас, би 


О 


Если бы различные участки хромосомы Н}“ входили в Е -клетку 
беспорядочно, то нельзя было бы получить подобных результатов. Следо- 
вательно, хромосома Н] передается специфическим способом: один 
определенный конец нити ДНК обычно входит в Е -клетку первым, так 
как локусы, которые передаются при этом, входят в клетку в строгой 
линейной последовательности (табл. 24—41). Другие эксперименты пока- 
зывают, что для процесса передачи требуется энергия, а скорость вхо- 
ждения одинакова от первого участка хромосомы, который передается 
первым и обозначен как О (от англ. от — начало), вплоть до локуса 
Гас (сбраживание лактозы) и включая его. 

Независимо от того, приобретают или теряют клетки сегмент искус- 
ственно разорванной хромосомы, выживают как мужские, так и женские 
клетки. Разрыв хромосом может также произойти спонтанно; из-за таких 
разрывов обычно спонтанно передается только часть хромосомы И}. 

Следовательно, реципиентная клетка получает фрагменты хромосомы 
различной длины. Такие фрагменты получили название мерогенот. Обра- 





Частота рекомбинации для всех хромосомных генов в Е*-штамме 
довольно низка. В случае же А. г-штамма частота рекомбинации высока 
для маркеров, наиболее близко расположенных к точке О, хотя с уве- 
личением расстояния между маркерами и точкой О она уменьшается 
и для наиболее удаленных от О маркеров составляет только 10-5 — 10-*. 
Ранее уже указывалось, что в потомстве от скрещивания Я т х Е лишь 
изредка можно обнаружить Нр-линии. Линии Н} возникают только 
в тех случаях, когда передается наиболее удаленный от О терминальный 
маркер. Следовательно, локус, ответственный за признак Н], локали- 
зован в хромосоме. Более того, поскольку не удается обнаружить какого- 
либо хромосомного локуса, который передавался бы после локуса Нр’, 
можно заключить, что Н}" всегда локализуется в конце передаваемой ро- 
мосомы. 

Некоторые Н. г-штаммы, полученные из культур ЁЕ*, способны давать 
рекомбинации с очень высокой частотой (А. Тау!ог, Е. Аде]Ъего, 1960). 

этих штаммов частота рекомбинации в отношении наиболее Удаленных 
от точки О маркеров достигает 1—2%. Такая частота по крайней мере 
В сто раз превышает определенную для других Н]"-штаммов частоту 
рекомбинации в отношении тех же маркеров. Даже в этом случае среди 

потомства, полученного от скрещивания Н/" с Е`, менее 1% рекомби- 
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нантов относятся к Н]". Эксперименты (2/ЕКТируемый 


с искусственным прерыванием конъю- “77 ны = 
тации позволяют установить последо- А-а 
вательность определенных маркирован- ь $ 
ных генов для каждого из трех незави- / 42 25 ® 
симо возникших штам\ 
аммов Н]’ этого ди р р 3 
типа. 
Такие последовательности представ- рго’ == 8 = 
лены на рис. 24—2, где приводится так- 
; 
же частота возникновения рекомбинан- 7 ь Г У 
тов на сто клеток Н]' в смеси способ- тн 37 25 9 49 
ных конъюгировать клеток. Последо- ь з 
вательность расположения маркеров в ху!* 28 26 43 
трех различных штаммах Н}" одина- з 
кова. Однако в каждом случае точка О 17/ 15 26 з 
находится в разных положениях. Соот- пд юры), 5 
ветственно меняется положение Н]”-ло- 


куса, находящегося в конце группы Ну’ 
сцепления. Эти результаты позволили 
Жакобу и Вольману высказать следую- @/9 мА) ДР 03 
щие предположения: оО 

1) группа сцепления у Е. сой обычно 


Количество рекомбинантов (в %) при 
кольцевая; 


м. использовании различных штаммов 
2) фактор, обусловливающий при- Нр 


знак Н]’, способен локализоваться в кружок — точка начала; тире — не изу- 
различных участках хромосомы в резуль-  чено (А. Тау1ог, В. Ааешеги, 1960) 
тате генетического события, ведущего 

к образованию Нр’ штаммов; 


3) во время передачи хромосомы группа сцепления размыкается в точ- 
ке, примыкающей в месту прикрепления Н]’, в результате чего ловус 
НГ. оказывается на конце, противоположном. точке О. 

Исследования других штаммов Н] (А. 'ТауТог, _ Е. Адеего, 1961) 
подтвердили правильность всех этих предположений, в том числе гипо- 
тезу о различных местоположениях Н]’, которые, таким образом, опре- 
деляют различные О точки и различные последовательности вхождения 
маркеров. 

Если синтез ДНК происходит в присутствии радиоактивного тими- 
дина, то радиоавтографическое изучение реплицирующейся ДНК обна- 
руживает присутствие у В. соЙ одной кольцевой двуспиральной хромо- 
сомы. Одна хромосома либо представляет собой одну молекулу ДНК, 
либо она составлена из серии молекул ДНК, соединенных концами 
с помощью связей, не свойственных нуклеиновым кислотам. Нет опре- 
деленных данных, которые позволили бы остановиться на одной из этих 
двух возможностей. Было, однако, показано, что хромосома имеет тен- 
денцию к фрагментированию в определенных точках во время размно- 
жения некоторых бактериальных вирусов в инфицированных клетках. 
Если хромосома действительно состоит из ряда молекул ДНК и ее раз- 
рыв действительно происходит во всех участках, несущих только что 
Упомянутые связи, то тогда молекулы ДНК должны иметь молекулярный 
вес, равный 4107, или содержать примерно 16 000 ие пар. 
Другие данные показывают, что группа сцепления штамма — ычно 
кольцевая, но при конъюгации она разъединяется в локусе Н/”. 

Мужской штамм Н} начинает передачу всегда одним и тем же 380 
сомным маркером; по-видимому, НЙ’ вызывает разрыв кольцевой хромо- 
сомы только в одной из двух областей, непосредственно прилегающих 
к нему. Последовательность вхождения маркеров различна для различ- 
ных штаммов (хромосома АВ-342 передает маркеры в последовательности, 
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обратной последовательности вхожде- 
ния маркеров штаммов АВ-341 или 
АВ-313; см. рис. 24—З и 24—4). Это мо- 
жет быть обусловлено инверсией Н]ь, 
в результате которой он локализуется в 
другом хромосомном участке. 

Известно, что кольцевая хромосома 
Е. сой размыкается при передаче Н/». 
В связи с этим возникает вопрос, спо- 
собны ли два новых конца снова соеди- 
ниться. Следует четко представить себе, 
чтб переходит в клетку реципиента и 


что остается в клетке донора. До сих которыми 





зег/у пор существует очень немного данных Ранее 

о том, какая часть хромосомы остает- мам даже 

ЕЙ ся в клетке донора после конъюгации. башются. | 

Линейные хромосомы трех штаммов Следовательно, пока невозможно от- передачи 
Ир ветить на вопрос, способны ли концы 


имерно 
Стрелки — направление переноса хромо- ОСТатка снова соединиться. Ясно, что р 


сомы при конъюгации (А. Тау]ог а. Е.Аде!- хромосома донора в процессе конъюга- 
Ъеге, 1960) ции остается линейной и открытой. 

Однако способны ли два конца этой 

хромосомы или фрагмента хромосомы 
соединиться в клетке реципиента, после того как конъюгация закон- 
чилась? Если считать синапсис одним из необходимых условий для реком- р овател 
бинации, то этот вопрос касается только тех реципиентов, которые полу- Еевым ‹ 
чили полную хромосому донора. В этом случае ответ должен быть поло- 
жительным, так как сцепление локуса Н]" с точкой О в таких клетках 
восстанавливается, т. е. концы действительно соединяются и происходит 
это довольно быстро. 

Частота рекомбинации, наблюдаемой после конъюгации, зависит 
как от частоты вхождения маркера, так и от эффективности его интегра- 
ции. В экспериментах с прерыванием конъюгации удается установить 
последовательность маркеров независимо от частоты, с которой про- 
исходит их включение (если эта частота больше нуля). Зная последова- 
тельность вхождения маркеров, можно изучить эффективность интегра- 
ции. Так, если скрещивание продолжается достаточно долго для того, 
чтобы почти во все клетки Е- успел проникнуть проверяемый маркер, 
то процент зигот, образующих рекомбинанты в отношении этого мар- 
кера, будет указывать эффективность интеграции. Если в 50% реци- 
пиентных клеток произошла интеграция передаваемого маркера, то 
эффективность интеграции этого локуса равна 0,5. Можно также прове- 
рить, являются ли рекомбинанты по данному локусу рекомбинантами 
в отношении маркеров, переданных ранее. С помощью этих и других 
методов можно определить эффективность интеграции различных мар- 
керов после вхождения их в клетку. В среднем для каждого маркера 
эффективность интеграции равна приблизительно 0,5. Существуют раз- 
личия в проникновении различных маркеров в клетку реципиента: чем 
ближе ген расположен к точке О, тем больше вероятность его интеграции 
в хромосоме. Напомним, что разрыв одной из нитей двойной спирали 
ДНК донора, вызываемый ДНКазой, не влияет на включение ДНК 
донора в ДНК реципиента, однако частота трансформации вследствие 
такого разрыва резко падает. Теоретически возможно, что уменьшение 
общей вероятности интеграции с увеличением расстояния от точки О 
иногда связано с разрывом одной нити двойной спирали ДНК, в то время 
как другая нить остается неизмененной. В этом случае повреждения 
остова ДНК влияют не только на хромосомные поломки (путем продоль- 
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ного разделения двУйной цепи ДНК), но также на интеграцию (путем 
разрыва на каком-либо определенном уровне только одной из двух нитей). 

Скорость вхождения ДНК донора примерно постоянна для первой 

половины хромосомы, однако она замедляется при вхождении второй 
ее половины. Бактериальная хромосома содержит примерно 107 пар 
нуклеотидов, а вся хромосома передается примерно в течение 2 час.; 
следовательно, в одну минуту при 37°С передается примерно 10° пар 
нуклеотидов (около 34 мк). Скорость передачи замедляется при снижении 
температуры. Принимая во внимание колебания в скорости вхождения 
и в эффективности интеграции, на основании экспериментов с прерыва- 
нием конъюгации при использовании штаммов Н]’ можно построить 
тенетическую карту маркеров Ё. соЙ, относительные расстояния между 
которыми выражены в минутах. Такая карта приводится на рис. 24—4. 

Ранее указывалось, что фактор Е передается от Е*-штаммов к Е`-штам- 
мам даже в тех случаях, когда известные хромосомные маркеры не пере- 
даются. В скрещиваниях с прерыванием конъюгации определяли время 
передачи Е-частицы от Е“-штамма. Показано, что Е-фактор передается 
примерно через 5 мин. после смешивания ЁЕ*и Е`, несколькими минутами 
раньше, чем передается какой-либо из хромосомных маркеров. Это одно 
из дополнительных доказательств того, что Е-фактор представляет собой 
внехромосомный фактор. 

Как уже упоминалось, штаммы Н/ всегда образуются из Е*-штаммов. 
Ранее говорилось также, что штаммы Н/]" могут ревертировать к Ё*, что, 
следовательно, штамм НЙ несет латентную Е-частицу. Обработка акри- 
диновым оранжевым не влияет на плодовитость Н]; следовательно, 
латентная Е-частица, по-видимому, не локализуется внехромосомно. 
Это предположение подтверждается тем фактом, что плодовитость Н р 
не инфекционна; иными словами, фактор плодовитости не передается 
клеткам Е^ после кратковременного спаривания их с мужскими клетками 
Н]'. Следовательно, латентная Р-частица в НЙ должна локализоваться 
в хромосоме. Фактор Ё представляет собой по существу единственный 
известный фактор, необходимый для того, чтобы клетка была мужской: 
поэтому зромосомный локус, определяемый для Нр’, должен быть локусом 
тромосомного Е-фактора. После включения фактора К в хромосому реп- 
ликация любых остающихся цитоплазматических Е-частиц обычно пред- 
отвращается или подавляется. 

Что происходит в тех немногих клетках Е'-клона, которые передают 
хромосомный материал, определяя способность Е*-клона в целом давать 
рекомбинации с низкой частотой? Допустим, что для передачи хромосомы 
Е‘-клеткой частица Е должна прикрепиться к хромосоме, превращая 
вев Нр/-хромосому. Эту гипотезу Жакоб и Вольман проверили следую- 
щим образом. После смешивания маркированных штаммов Е и Е` и рас- 
сева их на полноценную среду делали опезачки для определения участ- 
ков, в которых образуются рекомбинанты. Затем среди клеток, растущих 
на исходной чашке, пытались найти Н]"-штаммы. Новые Нр’-штаммы 
встречаются редко; однако их можно обнаружить с большей вероятно- 
стью в тех участках исходной чашки, которые соответотвуют участкам 
с рекомбинантами на чашках, несущих отпечатки. Кроме того, обнару- 
женные Н]-штаммы часто дают высокую частоту рекомбинации тех же 
маркеров, которые дают рекомбинацию в соответствующих участках 
на отпечатках. Другими словами, представляется разумным считать, 
что для передачи хромосомного материала клетка Е“ должна сначала 
превратиться в Н}’-клетву. Именно Н}р определяет возникновение 

рекомбинантов на отпечатках; особи его клона на исходной чашке дают 
начало Нр’-штаммам того же типа. вы 

Однако не все рекомбинанты в скрещиваниях Е*Х Е возникают 
в результате образования устойчивых Нр-клеток. Например, воздействие 
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РИС. 24-4. 
Генетическая карта Е. сой. 
Карта градуирована одноминутными интер: 


заполненных областях не всегда известна (А. 


Расшифровка генетических символов 


атар * арабиноза. 

атаА. арабинова. 

атаВ арабиноза 

атас. арабиноза 

атЕВ аргинин 

ат аргинин 

атЕН аргинин. 

атЕб аргинин 

атЕА аргинин 

ата р. а] 

атЕЕ аргинин 

ата ЕР а] 

атоА1ВзС ароматические аминокислоты и ви- 
тамины 

ато р ароматические аминокислоты и вита- 
мины 

а24 азид 

10 биотин 

су А. цистеин 

сузВ цистеин 

сузС цистеин 

аарА диаминопимелиновая кислота 

ЧарВ диаминопимелиновая кислота 


Чар--пот диаминопимелиновая 


кислота -- 
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валами (в целом 89 минутных интервалов). Маркеры, 
заключенные в скобки, картированы приблизительно; точн: 


ая последовательность маркеров в плотно 


Тау!ог и М. Твошап, 1964) 


Контролируемая активность 


Т-рибулоза — 5-фосфат-4-эпимераза 
Т-арабиноза — изомераза 
Т-рибулокиназа 
не установлена 
М-ацетилглутамат синтетаза 
№\-ацетил-у-глутамокиназа 
М-ацетилглутамин-у-полуальдегид 
теназа. 
ацетилорнитин-6-трансаминаза 
ацетилорнитиназа, 
орнитинтранскарбамилаза 
синтетаза  аргинин-янтарной кислоты 
аргининсукциназа т 
шикимовая кислота в 3-енолпир шики- 
‘мат-5-фосфат т 


биосинтез шикимовой кислоты 


устойчивость или 
натрия 


дегидро- 


чувствительность к азиду 


Е установлена 
3'’-фосфоаденовин 5'-фосфосульфат в сул СЫ 
а: сульфид; та. 
синтетаза. дигидродипаиколиновой кислоты 
дезцилаза М-сукцинил-диаминопимелия 
ацилаза М-сукцинил-диамино: овой 
пи полуальдегида аспарагино- 


дезаминаза Л-серина 

талактокиназа 

ори Фосфатуридил-траноферава 
операторные Я ро > 





В 











виа гуанин 


Н Н-антиген 

143 гистидин 

Ис изолейцин 

ЯсА изолейцин -- валин 
ИВ изолейцин - валин 
ес изолейцин -- валин 
та индол 

» профаг 

1асУ лактоза 

1ас2 лактоза 

1ас0 лактоза 

Те лейцин 

1оп удлиненные формы 
13 лизин 


уз те лизин -- метионин 
\ тес, та1А рецептор и мальтоза 


тавВ мальтоза 

тегА. метионин 

теВ метионин 

теР метионин 

теёЕ метионин или кобаламин 
ти маннитол 

тис слизистость 

0 О-антиген 

рат пантотеновая кислота 
рнеА, В фенилаланин 

тво фосфатаза 

ри жгутиковость 

ртоА пролин 

ртов пролин 

ртоС пролин 


ригА пурин 
ритВ пурин 
фигс, Е пурин 


тигр пурин 

ФугГА ‘урацил аргинин 
ттВ ‘урацил 

ругС урацил 

фур урацил 

РугЕ урацил 

футЕР урацил 

Ват репрессор 

Ват репрессор 
В1рпо, Врпо 2 репрессор 
Вту репрессор 


ВС РНК контроль 
тва рамноза 

зегА. серин 

зетВ серин 

8" стрептомицин 

8ис янтарная кислота 


Т1, Тб тес рецепторный участок фага 
Т1 тес рецепторный участок фага 
Т6, со? Ктес рецепторный участок фага и 


колицина 

Т4 тес рецепторный участок фага 
аа тиамин 

ЧА» треонин 

Ту тимин 

ТУА триптофан 

УВ триптофан 

вс триптофан 


РуЕ триптофан 


Кур триптофан 


в тирозин 

иотА ‘ультрафиолетовое облучение 
ы ксилоза 

—_ 


жгутиковый антиген 

десять известных ферментов и оператор ** 
дезаминаза треонина 

редуктоизомераза &-окси-В-кетокислоты ** 
о,В-дигидроксизовалерьяновая дегилраза 
трансаминаза В 

триптофаназа 


галактозид-пермеаза 

В-галактозидаза 

мутации оператора 

три известных фермента и оператор ** 
образование нитей и чувствительность к об- 
лучению 

декарбоксилаза диаминопимелиновой кис- 
лоты 

не установлена 

пермеаза мальтозы и устойчивость к фагу 

возможно амиломальтава 

синтез эфира янтарной кислоты и гомосе- 
рина** 

эфир янтарной кислоты и гомосерина -- ци- 
стеин в цистатионин** 

вероятно 5,10-метилентетрагидрофолатредук- 
таза 

не установлена 

вероятно  маннитолдегидрогеназа 


регуляция синтеза полисахаридов оболочки 
соматический антиген 


щелочная фосфатаза 


поддерживает синтропический рост мутантов 
поддерживает синтропический рост мутантов 
синтетаза  аденил-янтарной кислоты 
аденилсукциназа 
5-аминоимидазолриботид(АИР) в 5-амино- 


имидазол 4-(№М-сукцинокарбоксиамид) 
риботид 


биосинтез АИР 

карбамат киназа 

транскарбамилаза аспарагиновой кислоты 

дигидрооротаза 

дегидрогеназа дигидрооротовой кислоты 

пирофосфорилаза оротидиловой кислоты 

декарбоксилаза оротидиловой кислоты 

репрессор аргинина 

репрессор галактозы 

репрессор щелочной фосфатазы 

репрессор триптофана. 

регуляция синтеза РНК 

использование П-рамнозы 

3-фосфоглицерат дегидрогеназа 

фосфосерин фосфатаза 

устойчивость, чувствительность или зависи- 
мость от стрептомицина 


устойчивость к фагам Т1 и Т5 
устойчивость к фагу Т1 
‘устойчивость к фагу Тб и колицину К 


устойчивость к фагу Т4 


тимидилатсинтетаза 

триптофансинтетаза, белок А 

триптофансинтетаза, белок В 

индол-3-глицерофосфатсинтетаза 

антраниловая кислота в антраниловый де- 
зоксирибулотид 

3-енолпируватшикимат-5-фосфат в антра- 
ниловую кислоту 


реактивация повреждений в ДНК, вызван- 
ных ультрафполетовыми лучами 
использование О-ксилозы 


* Установившаяся система генетической номенклатуры по возможности сохранена, за исключе- 


нием тех случаев, когда к функционально 


родственным генам произвольно приписаны заглавные 


буквы, начиная с буквы А, что не соответствует системе бактериальной генетической номенклатуры, 


предложенной Демерецем (1963). 
таит. 


* Ферменты, контролируемые томологическими генетическими локусами у батопеЙа #ур'4- 
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ультрафиолетовыми лучами в 30—50 раз повышает ое Куль- 
туры Ё* давать хромосомные рекомбинанты, однако такое ув юн 
нельзя считать результатом устойчивого внедрения Е-фактора в хромо- 
сому, поскольку его можно наблюдать только в течение их гене- 
раций. Более того, все попытки выделить устойчивый 1 из других 
бактерий, несущих другие типы факторов плодовитости, оказались без- 
успешными. По-видимому, в Е"-клетках, передающих хромосомные 
маркеры, возникает иногда (или постоянно) какой-то вид временного 
или несовершенного состояния Н}". 

Мужские клетки Е’ редко становятся Н}"; отсюда можно заключить, 
что внехромосомный Е-фактор обладает слабым сродством по отношению 
к хромосоме. Клетки Е’ образуют Нр-штаммы, имеющие различные 
точки О; отсюда можно заключить, что Е не имеет определенного пред- 
почтительного участка прикрепления. Фактор Ё состоит из ДНК (Е, пере- 
данный культуре беггайа, образует дополнительную полосу ДНК в С3С1, 
не обнаруживаемую обычно у 5егтайа) и содержит примерно 2,5 х 105 пар 
оснований, или примерно 3,7% от количества, присутствующего в ядер- 
ной зоне. Несмотря на то, что для фактора Е имеется значительное число 
участков на хромосоме, к которым он может прикрепиться, это число 
не бесконечно, о чем свидетельствуют повторные выделения штаммов 
с Нй-локусом, картирующимся в одной и той же области. Во всяком 
случае, если исходить из того, что природно встречающийся Е обладает 
областью, гомологичной определенным хромосомным участкам, а инте- 
грация представляет собой рекомбинационное событие между Е и хромо- 
сомой, то вполне возможно, что фактор Е по своему размеру способен 
нести генетические области, гомологичные лишь небольшой доле хромо- 
сомных участков. 

Репликация бактериальной аромосомы всегда протекает, поляризованно, 
начинаясь в одной точке и продолжаясь по направлению к концу. Точка 
начала репликации у штаммов Е^ определяется, по-видимому, случайно, 
однако ряд данных позволяет считать, что в Нр-штаммах репликация 
начинается с Е-содержащего конца хромосомы (Сайиз, 1964; Т. Мава- 
4а, 1964; М. бмеока а. УозКаууа, 1964). Для передачи хромосомы штам- 
мами Н]", возможно, необходимо, чтобы начался новый цикл репликации 
хромосомы (}. Воезег а. \\. А. Копейка, 1964). Мужской фактор плобо- 
витости, фактор Е, у Е. сой, по-видимому, состоит из генетического 
материала. Об этом свидетельствуют результаты изучения химического 
состава этого фактора, существование его генетических альтернатив 
(Е. Адеего а. $. Вигпез, 1960), а также его способность к автономному 
самоудвоению и факт гибели этого фактора вследствие «самоубийствен- 
ного» включения РЗ. Поскольку фактор Е не является, по-видимому, 
ни литическим, ни каким-либо другим летальным фактором для Е’-клеток 
и устойчиво связан с Е*-клеткой, то его следует считать «нормальным» 
клеточным компонентом. Благодаря своей способности функционировать 
и размножаться автономно в случае внехромосомной локализации, Е-фак- 
тор остается пока единственным примером «нормального» внехромосом- 
ного генетического материала. Если внехромосомный фактор Е утра- 
чивается либо спонтанно, либо в результате обработки акридиновым 
оранжевым, то содержащийся в нем генетический материал не сохра- 

няется для будущих генераций. Е-фактор — генетический материал, 

и поэтому его передачу от Е*- к Е-клеткам следует рассматривать как 

случай генетической рекомбинации. ь 

Фактор Е способен занимать определенный локус в хромосоме. Будучи 
устойчиво прикрепленным или включенным в хромосому, он функциони- 
рует и репродуцируется точно так же, как любой другой обычный хромо- 
сомный ген. В ходе обычной вегетативной репродукции хромосомный 

Е-фактор передается всему потомству и таким образом сохраняется. 
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Э. Л. ВОЛЬМАН (слева) и ФРАНСУА ЖАКОБ (справа) 
(1961 г.) 


Однако при конъюгации хромосомный Е-фактор может и не сохраниться, 
так как интегрированный ЁЕ не передается в зиготу с заметной частотой, 
за исключением тех случаев, когда используют определенные Н/г-штам- 
мы. Но даже если Е-фактор передается, он может оказаться неспособным 
включиться в геном. В таких случаях утрата Е-фактора Е`-клетками 
ничем не отличается от утраты других хромосомных локусов. 

В предыдущих главах детально обсуждался единственный тип гене- 
тических элементов, существующих только в качестве элементов хромо- 
сомы. К ним можно теперь добавить мужской половой фактор Е, который 
либо имеется, либо отсутствует в клетке; в тех случаях, когда он при- 
сутствует, этот фактор способен существовать либо как автономный 
внехромосомный фактор, либо как фактор, включенный в хромосому. 
Такие гены, которые могут присутствовать в клетке в виде внехромосом- 
ных или хромосомных элементов, получили название эписом (Е. ЛасоБ, 
Е. УоПтап, 1958). 








ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Е. сой имеет только один тин женских клеток (генетических реципиен- 
тов) — Е и два типа мужских клеток (генетических доноров) — Е* 
и Нр.. Мужской тип скрещиваемости определяется присутствием и лока- 
лизацией фактора Ё. Г ь - . 

Фактор Е (эписома) инфекционен, если находится в клетке внехро- 
мосомно. Поэтому Е”-клетки передают только Е. Фактор Е способен 
локализоваться в хромосоме, образуя мужской штамм Ир. При конъю- 
гации мужского штамма Н/]г кольцевая хромосома Е. сой размыкается 
ВС От Ва Е. Конец хромосомы, противоположный Е-локусу, пере- 
дается в клетку реципиента первым при линейном переходе части, а иногда 
всего разомкну гого кольца хромосомы. Следовательно, мужские штам- 


мы Н}’ осуществляют передачу хромосомных локусов. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


24.4. Какие события имеют место в женской клетке с момента проник- 
новения ДНК донора до появления сегреганта, гаплоидного в отношении 
сегмента донорной ДНК? 
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24.2. Чем доказывается включение фактора Е в хромосому? Дока- 
зывается ли это возможностью возвращения к прежнему состоянию (без 
включения фактора)? 

24.3. Какими свойствами обладает Е-фактор, включенный в хромо- 
сомный локус? 

24.4. Влияют ли встречающиеся спонтанно разрывы хромосомы бак- 
териального донора на результаты картирования линейного порядка 
тенов с помощью искусственного прерывания скрещиваний? Объясните. 

24.5. Допустим, что распад Р32, включенного в ДНК, протекая неза- 
висимо от температуры, вызывает разрывы в хромосоме Ё. сой. Приду- 
майте эксперимент для определения порядка генов в такой бактерии. 

24.6. Как доказать, что ядерная зона Ё. соЙй обычно содержит одну и? 
хромосому? Как доказать, что эта хромосома кольцевая? транс 

24.7. Укажите генотипы родителей и рекомбинантов и специфические обя: 
культуральные условия, которые Вы использовали бы для отыскания № 
линий Н]" среди потомства от скрещивания Е*Х РЁ. 

24.8. Существует ли взаимосвязь между эписомами и генетической 


рекомбинацией? ‹ ин 
24.9. Трансформирующая ДНК выделена из культур ВасШиз зид- ой хр 
ИИ, находящихся в стационарной (нерепликативной) фазе, и из экспо- _Как 
ненциально растущих культур, находящихся в фазе асинхронной репро- се: 
дукции, и проверена в отношении 44 генетических маркеров. Какие клетку, 
можно ожидать количественные результаты, если репликация хромосомы щест: 
осуществляется поляризованно? г але 
ери 
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Глава 85 


ТРАНСДУКЦИЯ 


т е 
Три предыдущие главы оыли посвящены проблеме рекомбинации гене- 
тического материала бактерий с помощью механизмов, обычно произво- 
дящих перераспределение только части бактериального генома. При 
трансформации присутствие организма донора для вхождения его ДНК 
неооязательно; при конъюгации же сегмент хромосомной ДНК пере- 
ходит от бактерий донора к бактерии реципиента через цитоплазматиче- 
скии мостик, образование которого определяется присутствием части- 
цы Р. Сама частица Е подвергается рекомбинации не только тогда, когда 
она инфекционна, но и при включении и высвобождении из бактериаль- 
ной хромосомы. 

Как уже указывалось ранее (стр. 324), предполагается, что гомологич- 
ный сегмент ДНК, независимо от способа введения его в бактериальную 
клетку, спаривается с бактериальной хромосомой и включается в нее. 
Существует третий возможный механизм введения гомологичной ДНК в бак- 
териальные клетки. Бактериофаги, или фаги!, представляют собой группу 
бактериальных вирусов. После прикрепления этих вирусов к поверх- 
ности бактериальной клетки (см. рис. 24—1) вся или часть фаговой час- 
тицы, остающейся вне бактериальной клетки, может быть удалена при 
встряхивании в микросмесителе. Такая обработка не влияет на процесс 
инфекции; иными словами, вирус еще способен характерным образом 
воздействовать на бактерию. Можно поэтому заключить, что часть вируса, 
существенная для этого воздействия, проникает в протоплазму бакте- 
риальной клетки, тогда как та часть фаговой частицы, которая остается 
прикренленной к поверхности клетки, не влияет на последующее течение 
инфекции. Эти наблюдения позволили предположить существование 
другого способа проникновения гомологичной ДНК в инфицированную 
фагом клетку. Вирусная частица может нести сегмент ДНК, полученный 
от предыдущего бактериального хозяина. Этот кусок ДНК может проник- 
нуть в клетку нового хозяина вместе с частью фага, причем проникнове- 
ние фага обеспечивает проникновение бактериальной ДНК. Ч 

Имея все это в виду, рассмотрим серию экспериментов *, проделанных 
на патогенных для мыши бактериях байтопейа иритилит. Эту бак- 
терию, подобно близкородственной ей Е. сой, моно также культиви- 
ровать на простой питательной среде. Получено ольшое число, ауксо- 
трофных штаммов ба/топеЙа. В опытах были использованы пбладнос: 
трофа, один из которых нуждается для роста в метионино (. не: 
второй — втреонине (М* 7”). При смешивании этих двух штаммов и после- 

а культуральную среду, лишенную метионина и трео- 
рототрофные колонии, причем их количество так 
жжет быть объяснено мутационным 


дующем рассеве н 
нина, появляются пр 
велико, что их возникновение не мо 
процессом. 

Прототрофы возникают т 
штамма М"Т` центрифугиру 
супернатант прогревают в течение 


акже в том случае, когда жидкую культуру 
ют (для осаждения большей части бактерий), 
20—30 мин. (чтобы убить оставшиеся 





1 кой буквой Ф. 
2 и бт на работе Н. Д. Циндера и Дж.Ледерберга (1952). 
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в нем бактериальные клетки) и эту жидкость добавляют км Т’-штамму. 
Такая процедура показывает, что для доставки М"-фактора, необходимого 
для образования прототрофа, не требуется присутствия живых клеток 
М‘Т--донора. Совершенно очевидно, что в данном случае образование 
прототрофов идет не за счет конъюгации. Более того, фильтрат сохра- 
няет полностью способность передавать М* после обработки ДНКазой. 
Следовательно, образование прототрофов происходит не в результате 
генетической рекомбинации при трансформации. М“-фактор способен 
проникать через фильтры, которые задерживают бактериальные клетки, 
но легко пропускают вирусы; следовательно, он относится к «фильтрую- 
щимся агентам». Обратный эксперимент, в котором использовали филь- 
траты М`Т*-штамма и клетки М*7Т--штамма, не привел к возникновению 
рекомбинантов. Следовательно, эти два штамма различаются по спо- 
собности быть донором. 

Показано, что донорный штамм М*Т- (но не штамм М-Т*) содержит 
фаг. Этот фаг, обозначенный как Р22, относится к группе невирулентных, 
или умеренных, вирусов. Тем не менее примерно одна на тысячу таких 
фаговых частиц размножается и лизирует, или взрывает, клетку хозяина 
с освобождением нескольких сотен частиц фагового потомства. Соответ- 
ственно, культура бактерий, несущих умеренный фаг, не проявляет 
заметного лизиса. Так как каждая клетка М+Т--штамма, несущего Р22, 
потенциально способна подвергнуться лизису, такой штамм называют 
лизогенным. (Лизогенная бактерия, или лизоген, иммунна к новой инфек- 
ции, т. е. к суперинфекции идентичным, или гомологичным, фагом.) С дру- 
гой стороны, штамм М-7*, который нормально не несет фага Р22, являет- 
ся нелизогенным, или чувствительным, штаммом. При обработке чувстви- 
тельного штамма умеренным фагом относительно большая часть вновь 
инфицируемых клеток лизируется и освобождает фаг. Однако незначи- 
тельная часть их способна выживать, становясь лизогенной и давая начало 
лизогенному потомству. Если лизогенные клетки искусственно лизировать 
и проверить на присутствие фага, то фаг не удается обнаружить. Оче- 
видно, фаг в лизогенных клетках превращается в новую форму, назван- 
ную профагом. Профаг репродуцируется с той же скоростью, с какой 
репродуцируется хромосома хозяина. Для того, чтобы лизировать лизо- 
генную клетку, профаг должен сначала быстро размножиться и об- 
разовать инфекционные фаговые частицы, освобождаемые во время 
лизиса. 


Какая взаимосвязь существует между фильтрующимся М+-фактором 
и фагом Р22? 

1. Они не повреждаются при действии РНКазой и ДНКазой. 

2. При изменении температуры они инактивируются при одинаковой 
температуре. 

3. Они одинаково чувствительны к антисыворотке, блокирующей 
способность фага прикрепляться к бактериальной клетке. 

4. Оба фактора одновременно прикрепляются к чувствительным 
клеткам. 

5. Оба фактора имеют одинаковые размеры и массу, о чем можно 
судить по результатам опытов с фильтрацией и осаждением. 

6. Они появляются в среде в одно и то же время и в постоянном 
соотношении. 

7. Постоянное соотношение фактора и фага сохраняется, даже если 
применяются различные способы очистки и концентрирования. 

На основании этих результатов становится очевидным, что М*-фактор 
связан с фаговой частицей. Известно, что генетический материал саль- 
монелл представляет собой ДНК; поэтому вполне вероятно, что генети- 
ческий фактор М* также состоит из ДНК. И еще один вывод: поскольку 
генетический фактор М* не может быть локализован на внешней поверх- 


У т“ 
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ности фаговой частицы, ген М+ должен находиться внутри вирусной 
частицы. 


Процесс генетической рекомбинации, осуществляющийся с помощью 
вирусной частицы, вводящей гомологичную ДНК в клетку реципиента, 
получил название генетической трансдукции. 


Существуют ли какие-либо ограничения для генетического материала 
сальмонелл, который может быть трансдуцирован фагом Р22? Вирус Р22 
может быть выращен на чувствительных бактериях, генетически марки- 
рованных М*7*Х+У-7-; часть полученного после такой инфекции фага 
используют для проверки на одном из чувствительных индикаторных 
штаммов (М-,Г`,Х-,У-, 7). Результаты такой проверки показывают 
трансдукцию 1",Т* и Х*, но не У* или И". Другая часть фага исполь- 
зуется для выращивания на другом генетически маркированном чув- 
ствительном штамме, например, М", Т-Х+У*77. После получения уро- 
жая нового фага он проверяется на уже упомянутых индикаторных 
штаммах и оказывается, что в этом случае новый фаг утратил фактор 7", 
но приобрел способность трансдуцировать У+. Эти результаты показы- 
вают, что фильтрат фага способен трансдуцировать маркеры, точно соот- 
ветствующие тем, которые присутствуют у бактерий, на которых фаг 
выращивался в последний раз. Другими словами, фаг пассивен в отно- 
шении генов, которые он трансдуцирует, и не сохраняет трансдуцирующей 
способности от какого-либо хозяина, предшествовавшего последнему. 
Ряд дополнительных экспериментов показывает, что каждый локус саль- 
монелл может быть трансдуцирован фагом Р22. Поэтому такой тип транс- 
дукции получил название неспецифической трансдукции, или общей 
трансдукции. При общей трансдукции на каждые 10° инфицирующих 
частиц появляется одна клетка, трансдуцированная в отношении опре- 
деленного маркера. 

Фаг Р22 способен трансдуцировать любой хромосомный маркер. Воз- 
можно ли трансдуцировать сразу более одного признака? Для получения 
ответа на этот вопрос фаг Р22 можно вырастить на М*Т*Х”-хозяине 
и полученный лизат использовать для обработки бактерий МТТХ“. 
Эти бактерии рассевают и затем делают отпечатки выросших колоний 
на три различных среды — одну, селектирующую только М*:-рекомби- 
нанты (она содержит 7 и Х), другую-—только Т+-рекомбинанты, и третью, 
селектирующую только Х*. Если М*-клоны проверить в отношении 
других маркеров, все они еще остаются 7-Х”. Подобным же образом 

Т*-клоны — все еще М-Х- и Х*-клоны — все еще МТ”. Эти резул 
таты показывают, что только один бактериальный маркер, или отно- 
сительно короткий сегмент ДНК, трансдуцируется за один раз. В этом 
отношении трансдукция подобна трансформации, но отличается от конъю- 
гации, при которой может быть передан и включен (особенно при исполь- 
зовании Ир’-штаммов) большой ряд последовательно расположенных 
генов. 

У сальмонелл, однако, известны случаи, когда вместе трансдуци- 
руются несколько маркеров при так называемой сцепленной трансдукции, 
или котрансдукции. В другой работе показано, что биологический синтез 
аминокислоты триптофана представляет собой ряд последовательных гене- 
тически контролируемых реакций, протекающих от антраниловой кислоты 
через индол к тринтофану. Разные гены, контролирующие разные ступени 
этого биосинтетического процесса, могут быть трансдуцированы совместно 
(М.Петегес и др.). Эти данные позволяют считать, что такие гены тесно сцеп- 
лены друг с другом. Известно, что в биосинтезе гистидина у сальмонелл 
Участвуют, по крайней мере, восемь локусов, четыре из которых ока- 
зывают заметное влияние на последовательность включаемых химических 
реакций. Два или более из этих локусов могут быть совместно трансду- 
цированы. На основании сведений об относительных частотах различных 
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котрансдукций и других данных удалось показать что все восемь локу- 
сов сцеплены друг с другом и расположены линейно (рис. 25—1), 
Используя котрансдукцию, можно построить полную и детальную гене 
тическую карту сальмонелл, которая, как оказалось, представляет собой 
одно кольцо. Известно также, что зкотрансдукция тесно сцепленных 
маркеров встречается также у Е. сой при использовании фага Р1. 
(Е. Гешох). 

В эксперименте с трансдукцией общего типа, когда прототроф полу- 
чают в результате трансдукции ауксотрофа, новый прототроф является 
обычно устойчивым и образует клоны, фенотипически идентичные типич- 
ным прототрофам. Этот процесс получил название полной трансдукции. 
В этом случае введенный прототрофный ген должен включиться в хро- 
мосому реципиента вместо ауксотрофного аллеля. Однако наряду с круп- 
ными прототрофными колониями, образующимися на селективном агаре 
(каждый из этих клонов представляет результат полной трансдукции), 
иногда имеются мелкие колонии, которых примерно в 10 раз больше, 
чем крупных (рис. 25—2). Такие мелкие колонии не появляются в рас- 
севах ауксотрофных мутантов на минимальной среде и, следовательно, 
не являются результатом взаимодействия между ауксотрофами и коло- 
ниями нормальных или трансдуцированных прототрофов, находящихся 
на чашке. Образование мелких колоний объясняется следующим образом: 
в результате фаговой инфекции клетки, дающие начало мелким колониям, 
получают сегмент ДНК, содержащий ген прототрофности в отношении 
проверяемого признака. Такой ген не включается в хромосому и оказы- 
вается неспособным к репликации, сохраняя, однако, свою функцио- 
нальную способность давать определенный фенотипический эффект. 
В результате образуется гибридная мерогенота, или гетерогенота, в кото- 
рой введенный доминантный ген прототрофности является функционирую- 
щим. Поскольку образуется продукт прототрофного гена, клетка спо- 
собна расти и делиться. Однако из первых двух дочерних клеток только 
одна получает дополнительный хромосомный фрагмент, экзогеноту. 
Дочерняя клетка без экзогеноты способна расти и делиться только до тех 
пор, пока запас продукта прототрофного гена, полученный от родитель- 
ской клетки, не истощается; с другой стороны, дочерняя гетерогенотная 
клетка способна продолжать расти и делиться, образуя в свою очередь 
только одну гетерогенотную дочернюю клетку. Таким образом образуется 
мелкая колония, которая содержит одну генетически прототрофную клетку. 
Эти результаты были подтверждены в ряде случаев и разными способами 
(В. ЭосКег, }. ГейегЬего, №. Я1щаег, Н. Озеки, 1956). Такое последствие 
неудачной полной трансдукции получило название абортивной транс- 

дукции. № Е 
Дальнейшую судьбу экзогеноты при абортивной трансдукции можно 
гипотетически представить двояко: либо экзогенота может быть, в конце 
концов, потеряна, либо она{ может быть включена в хромосому, т. е. 
в конечном счете произойдет полная трансдукция. Независимо, от ее 
конечной судьбы, полагают, что экзогенота представляет собой гене- 
тический материал, хотя и не способный к саморепликации. Напомним, 
однако, что саморепликация — это свойство, характеризующее полный 
генетический материал, которое мы в исходных определениях гена не при- 


ние (стр. 40). 
с ты посвященных изучению трансдукции, исполь- 
зовали избыток фага, т. е. каждую клетку инфицировали несколькими 
частицами фага. В таких экспериментах всегда обнаруживали, что транс- 
дуцированные клетки становятся одновременно лизогенными. Следова- 
тельно, трансдуцируемая клетка получает не только экзогеноту, но так- 
же, по-видимому, полный геном фага, причем первая ведет к генетиче- 
‚ской рекомбинации в отношении одного или нескольких маркеров хозяина, 
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РИС. 25-1. 


Гистидиновая область у сальмонелл (по Р. Нагипап) 











а последний — к установлению лизогении и иммунитета. Фаговая час. 
тица, которая делает клетку лизогенной, может быть совсем другой час- 
тицей, не имеющей отношения к той, которая вводит экзогеноту, тах 
как используются высокие концентрации, т. е. множественность 
инфицирующих частиц, и в среднем в каждую клетку хозяина проникает 
две или более фаговых частиц. Следовательно, одна частица может достав- 
лять экзогеноту, а другая — вызвать лизогению и иммунитет. Используя 
низкие концентрации фага для получения низких множественностей 
инфекций, в результате чего почти ни одна из бактерий не инфицируется 
более чем одной фаговой частицей, можно доказать, что по крайней мере 
в некоторых случаях для трансдукции необходима только одна фаговая 
частица. Более того, показано, что если чувствительная бактерия инфи- 
цирована одной частицей фага, то вирус способен обычно вызывать только 
один из трех взаимоисключающих эффектов: лизис, лизогению или транс- 
дукцию (Г. А4ашз а. $. Гама). 

Штамм Е. сой К12 нормально лизогенен в отношении умеренного 
фага лямбда (^). Другой штамм Ё. сой не является лизогенным, т. е. про- 
являет чувствительность к лямбда. Этот фаг можно выделить в ббльших 
количествах из культуры лизогенных бактерий через несколько часов 
после воздействия ультрафиолетовых лучей. Такая УФ-индукция вызывает 
репликацию профага, и потомство фага лизирует клетку. В опытах 
с использованием /-фага, выделенного из лизотенных культур, обнару- 
жено, что этот фаг способен трансдуцировать только очень ограниченное 
число различных бактериальных маркеров. Они ограничены областью, 
контролирующей сбраживание галактозы, локусом Са, маркеры кото- 
рого, как известно из экспериментов с конъюгацией, очень тесно сцеп- 
лены. Следовательно, лямбда способен только к специфической, или 
ограниченной, трансдукции. 

Как уже указывалось ранее, лизис лизогенной культуры, сопрово- 
ждающийся освобождением инфекционного фага, может быть индуци- 
рован ультрафиолетовыми лучами. При конъюгации лизогенного штамма 
Н}г с чувствительным Е` некоторые зиготы лизируются и освобо- 
ждают инфекционный фаг. Этот способ индукции профага с образованием 
инфекционного фага и лизиса, наблюдаемый при конъюгации, получил 
название зиготной индукции. Зиготная индукция А происходит с опре- 
деленным штаммом Нр в определенное время после начала конъюгации. 


РИС. 25-2. 


Крупные и мелкие (рег!- 
04-512е4) колонии саль- 
монелл, представляющие 
собой полную и абор- 
тивную трансдукции со- 
ответственно (фото Р. 
Нагитап) 
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ин. чб га лизиса указывает, что в хромосоме есть опре- 
дез зн к = , ов при установлении лизогении физически свя- 
зывается профаг. нелизогенных клетках профаг, который обычно при- 


крепляется или связывается с этим участком, отсутствует. При переносе 
такого участка с профагом в $ ; 


чувствительн ую Е -клетк происходит 
зиготная индукция. Однако в тех случаях, г в аращьнанн | уча 
вует нелизогенный штамм Н}- (не содержащий профага) и лизогенный 
штамм Е (содержащий профаг), зиготная индукция отсутствует и нели- 
зогенный оБуС передается и выщепляется в тетерогенотах точно так 
же, как любой другой генетический маркер. Эти и ряд других резуль- 
татов показывают, что локус, занимаемый А профагом, тесно сцеплен 
с локусом Са4, который фаг А 


способен трансдуцировать (см. рис. 24—4. 
на котором локус прикрепления указан как 4). 


Исходный лизогенный штамм К-12, несущий ^, является устойчивым 
и гаплоидным в отношении Са/-локуса и образует только одну части- 
цу ^, несущую Са[, на 10° — 107 частиц фага. Лизат, образуемый при 
индукции таких лизогенных в отношении А культур, способен давать 
только низкую частоту трансдукции (ТЕТ от 10% Ггефиепсу оЁ 1тапзан- 
сИЙоп — низкая частота трансдукции). Некоторые из клеток, трансду- 
цированных Г.ЕТ-лизатом, образуют клоны, неустойчивые в отношении 
Са, т. е. наблюдается выщепление клеток с Са1-генотипом реципиентной 
клетки. Другими словами, Са]-бактерия, трансдуцированная Г, ЕТ-лиза- 
том А, несущим Са, обычно образует неустойчивую гетерогеноту, дин- 
лоидную и гетерозиготную в отношении локуса (41, и иногда выщеп- 
ляет СаГ-потомство. Мерозигота, образующаяся при лямбда-трансдук- 
ции, отличается от мерозиготы, возникающей при абортивной транс- 
дукции с фагом Р22. В последнем случае трансдуцированный фрагмент 
не способен к репликации: в первом же случае трансдуцированный фраг- 
мент способен к репликации, в результате чего образуются клоны из меро- 
зигот. Если индуцировать инфекционный фаг ^ из такого лизогенного 
‘озяина, представляющего собой мерозиготу в отношении Са, обра- 
зуется лизат, содержащий в сотни раз больше фага, несущего локус 
Са], чем в случае лизата, получаемого из гаплоидных клеток. Такой лизат, 
богатый фагом с локусом Са, способен давать высокую частоту транс- 
дукции (НЕТ, Ы12Ъ Чтедиепсу о# ‘тапзаисйоп). 

В случае фагов, способных осуществлять общую трансдукцию, транс- 
дуцирующий фаг можно получить из лизатов чувствительных клеток, 
инфицированных свободным фагом; в случае фага, способного только 
К ограниченной трансдукции, трансдуцирующий фаг получить таким 
способом невозможно. Поэтому в лизате инфицированных фагом ^ нели- 
зогенных клеток не удается обнаружить трансдуцирующий фаг; его 
можно получить только из лизогенных (гаплоидных или мерозиготных) 
бактериальных клеток (7. ГедегЪегс и др.; Е. УоШтап а. Е. ТасоЪ). 

спользуя разные множественности и комбинации трансдуцирую- 
щих / (выделенных из лизогенных клеток) и нетрансдуцирующих А. (выде- 
ленных вскоре после инфекции нелизогенных клеток), можно доказать, 
что трансдуцирующий А является дефектным в отношении части генома 
(\. АтЪег, С. КеПепЬегоег, У. \Меюе, 1957, А. СашрЬей, 1964). Локус 
Сай при образовании трансдуцирующих частиц замещает сегменты 
^-тенома, варьирующие по размеру. Образующаяся дефектная частица 
Са-трансдуцирующего фага №45 (А аеесйуе ‚ба-Чхаве4иеше) сохра- 
няет одни свойства фага и утрачивает другие. Частицы ^4# утрачивают 
способность к репликации и образованию инфекционного ПОтОмОтВа 
ага; профаг, образуемый такой частицей, должен быть также дефект- 
ным. Клетка хозяина, инфицированная одной частицей ^4, никогда 
не лизогенизируется. Следовательно, клетка, инфицированная Ла, 
может быть суперинфицирована нетрансдуцирующим фагом, дополни- 





349 























тельное присутствие которого делает клетку и исто. 
рование этого фага позволяет размножаться дефектному ро агу после 
индукции. Во время лизиса такой вдвойне инфицированной клетки осво_ 
бождаются инфекционные частицы как нетрансдуцирующего, так и транс- 
дуцирующего фагов. Такая ситуация напоминает описанную ранее для 
сальмонелл, которые не могут быть лизированы или лизогенизированы, 
если инфицированы только одной трансдуцирующей частицей фага Р22, 
однако обнаруживают одно из этих явлений, когда бывают инфициро- 
ваны одной или несколькими нормальными нетрансдуцирующими час- 
тицами фага Р22. . 

Обычно трансформация не встречается у Ё. со, что обусловлено, 
возможно, трудностью проникновения в клетку ДНК. Однако после 
выделения ДНК /4 и введения ее каким-либо способом в бактериальную 
клетку можно ожидать, что она будет вести себя как трансформирующее 
начало в отношении Са{-локуса. Даже если ДНК не проникает в Е. со/: 
сама, она может проникнуть в клетку с целым инфицирующим фагом. 
Это действительно получено в экспериментах (А. Ка1зег, О. Носпезз, 1960), 
в которых использовали нетрансдуцирующий фаг ^ в качестве перенос- 
чика или «помощника» для ДНК, выделенной из ^48 и способной осу- 
ществлять трансформацию Са/-маркеров. 

Приведенные данные о нетрансдуцирующих фагах Р22 и лямбда ясно 
показывают, что такие умеренные фаги, инфицирующие чувствительную 
бактериальную клетку, способны вести себя двояко: они либо лизируют, 
либо лизогенизируют своего бактериального хозяина. Как показано 
в случае ^, инфицирующий фаг либо остается в цитоплазме, где он реп- 
лицируется быстрее, чем хромосома, и, в конце концов, лизирует клетку 
и освобождает потомство фага, либо включается в хромосому, где 
сохраняется в виде профага и реплицируется как обычный хромосом- 
ный маркер. Соответственно, А и большинство других умеренных фагов 
являются эписомами. 

В чем основа различий между умеренными фагами, способными осу- 
ществлять общую трансдукцию, и теми фагами, которые способны только 
к ограниченной трансдукции? Ограниченно трансдуцирующий фаг обычно 
имеет специфический хромосомный локус для прикрепления его к хро- 
мосоме хозяина; фаг, способный к общей трансдукции, такого локуса 
не имеет. Совершенно очевидно, что фаговый геном — это нуклеиновая 
кислота, причем предполагается, что в случае фага, осуществляющего 
общую трансдукцию, гомологичность последовательности нуклеотидов 
профага и хромосомы не столь полна, как в случае фага, осуществляю- 
щего специфическую трансдукцию. В этом отношении получены заслу- 
живающие внимания данные о том, что часть генома А гомологична хромо- 
соме Е. сой (Р. Соме а. В. Ме СатёВу; М. Сгееп). Это было обнаружено 
благодаря способности их денатурированных ДНК соединяться, образуя 
пары оснований друг с другом. Ряд экспериментов показывает, что про- 
фаг обеспечивает иммунность клетки хозяина к последующим инфекциям 
томологичным фагом, предотвращая не проникновение, а ренликацию 
ДНК. Такое действие профага напоминает подавление репликации сво- 
бодного фактора Е включенным половым фактором. 

Трансдукция, осуществляемая умеренными фагами, встречается также 
у Рзеи4отопаз, У:бто, 51арйу1ососсиз и Ргойеиз, и если трансдукция будет 
обнаружена у широкого круга других типов клеток, включая и чело- 
веческие, то это не вызовет удивления. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Генетическая рекомбинация локусов бактериальной хромосомы может 
осуществляться с помощью умеренных бактериофагов в процессе гене- 
тической трансдукции. 

ы Трансдуцируемый фрагмент может быть получен из любой области 
бактериальной хромосомы (в случае общей или неспецифической транс- 
дукции) или из узко ограниченной области (в случае ограниченной или 
специфической трансдукции). Трансдуцируемый сегмент ДНК способен 
путем интеграции замещать хромосомный маркер хозяина (при полной 
трансдукции) или образовать мерозиготу. В последнем случае экзогенота 
еще может функционировать, независимо от того, реплицируется она 
(как Са/ экзогеноты у Е. сой) или нет (как экзогенота в абортивной транс- 
дукции у ба/топеНа). 

Геном трансдуцирующего фага лямбда дефектен. Недостающая часть 
замещена небольшим сегментом бактериальной ДНК, приобретаемым 
во время индукции профага в его последнем хозяине. 

Большинство умеренных фагов — эписомы, которые, будучи при- 
крепленными к хромосоме, имеют некоторые свойства, напоминающие 
свойства включенного в хромосому Е-фактора. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


25.1. Дайте определение термину провирус. В чем различие между тер- 
минами мерозигота и гетерогенота? Дайте определение термину гомо- 
генота. ы 

25.2. Какие свойства придает клетке хозяина нетрансдуцирующий 
Умеренный фаг, который становится профагом? Что происходит, если 
он не становится профагом? в. . 

25.3. Как доказать, что в микроколонии сальмонелл, образуемой 
при абортивной транедукции, существует только одна экзогенота? 

25.4. Обсудите утверждение: «умеренный фаг имеет хромосомную 
память и хромосома имеет память умеренного фага».. 

25.5. Известны Е-частицы, которые несут профаг А как «память». 


Как могли бы Вы доказать существование такой частицы? 
25.6. Опишите способ и генотипы штаммов, которые Вы использо- 


вали бы для доказательства того, что Е. сой может подвергаться генети- 


ческой трансформации в отношении а1. 
25.7 = ли какие-либо основания полагать, что тесная сцеп- 


ленность генов с родственными функциями ето более выгодной 
для микроорганизмов, чем для высших организмов: 
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25.8. Перечислите разные способы, с помощью которых Са[-локус 
в хромосоме Е. соЙй может подвергаться рекомбинации. = 

25.9. Полезны или вредны умеренные фаги для бактерий? Объясните 

25.40. Можно ли считать, что клетка, предположительно прекратив- 
шая мутировать, не дающая генетических рекомбинаций и не способная 
к саморепликации своей ДНК, еще содержит генетический материал? 
Объясните. 

25.14. Обсудите происхождение и относительные количества частиц, 
присутствующих среди фаговых частиц ЬЕТ- и НЕТ-лизатов. 
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Глава 26 


БАКТЕРИОФАГ. 
РЕКОМБИНАЦИЯ И ГЕНЕТИЧЕСКИЕ КАРТЫ 


Морфология бактериофагов Т-четной группы (Т2, Т4, Тб), инфицирую- 
щих Ё. сой, изучена довольно подробно (3. Втеппег её а1., 1959). Бак- 
териофаги этой группы напоминают по форме головастиков с длиною 
тела 0,1—0,2 мк, что составляет приблизительно десятую часть диаметра 
бактериальной клетки (рис. 26—1). Поверхность головки имеет гекса- 
гональный контур и грани, подобно кристаллу. Мембрана головки состоит 
из многочисленных субъединиц, молекулярный вес которых около 80 000. 
Хвостовой отросток цилиндрической формы служит фагу для прикреп- 
ления к клетке хозяина. Внешний чехол хвоста состоит примерно из 200 
спирально расположенных субъединиц, образующих полый цилиндр; 
молекулярный вес этих субъединиц около 50 000. Чехол может сокра- 
щаться, укорачиваясь в длину и увеличиваясь в диаметре, так что объем 
его при этом заметно не изменяется. Внутри чехла находится сердцевина — 
полый цилиндр с центральным каналом, имеющим около 25А в диаметре. 
На дистальном конце сердцевины расположена гексагональная пластинка, 
к которой прикреплены шесть хвостовых нитей; каждая из нитей изо. 
тнута в середине и, по-видимому, содержит субъединицы с молекуляр- 
ным весом не менее 100 000. Субъединицы мембраны головки, чехла 
и хвостовых нитей состоят из белка. При переваривании тринсином 
каждая из таких субъединиц образует ряд уникальных пептидов, что 
свидетельствует о том, что все эти субъединицы отличны друг от друга. 
Сердцевина также состоит из белка. Серологически отличимый белок, 
составляющий от 4 до 6% от общего количества Фагового белка, содер- 
жится внутри фаговой частицы; внутри фаговой частицы обнаружены 
также полиамины, путресцин, спермидин, лизоцим и минорный поли- 
пептид. 

Наряду с этими компонентами внутри частицы Т-четного фага содер- 
жится ДНК, объем которой приблизительно равен объему всего белка. 
Эта ДНК состоит из одной двойной спирали, длина которой соответ- 
ствует примерно 200 000 нуклеотидов. Так как такой полинуклеотид 
должен иметь длину около 68 мк, ДНК внутри фага, по-видимому, сильно 
скручена (В. КИкзоп, М. Маезие, 1962). РНК в ДНК-содержащих фагах 
не об я 

О содержат ДНК; в некоторых бактериофагах ‘имеется 
не ДНК, а РНК. Более того, сложность физической и химической струк- 
туры Т-четных фагов нетипична для всех вирусов. Определенные рас- 
тТительные вирусы, такие, как вирусы табачной мозаики и желтой мозаики 
турнепса, имеют относительно простую спиральную или сферическую 
структуру. Хотя фаг Ф Х 174, по-видимому, имеет простую сферическую 
структуру, близко родственный ему фаг ФВ, несущий однонитчатую 
ДНК, обладает небольшой выпуклостью, которая может функциониро- 
вать в у хвоста. 

Иан генетического материала в ДНК-содержащих фагах 
осуществляется довольно просто благодаря тому, что ДНК фага не а 
жит серы, а белок фага Т2 не содержит фосфора. Херши и Чейз метили 

НК в одном из образцов фага радиоактивным РЗ? путем введения его 
В клетки хозяина, а белок другого образца фага метили путем введения 


23 И. Гершкович 358 





в бактериальные клетки радиоактивной серы, 53°. Затем оба образца 
были использованы для заражения немеченных клеток. Были получены 
следующие результаты: в одном образце весь Ри следовательно, 
и вся ДНК) входит в бактериальную клетку; в другом образце вся мече- 
ная сера, 535, за исключением примерно 3% (а, следовательно, почти 
весь белок), остается вне клетки и может быть удалена при обработке 
| в микросмесителе. Как уже указывалось ранее, удаление большей 
части белка прикрепленной фаговой частицы с поверхности клетки 
хозяина путем обработки в блендоре не влияет на нормальное течение 
инфекции. Эти результаты согласуются с предположением, что именно 
ДНК, а не белок, является носителем генетической информации фага. 

Напомним, что чистая ДНК сама не способна проникнуть 
в нормальные клетки Е. сой. При соответствующих условиях культи- 
И вирования Ё. сой можно удалить клеточную оболочку, в результате чего 
остаются протопласты, в которые может проникать очищенная ДНК. 
Чистую ДНК можно получить, удалив всю белковую оболочку фага 
обработкой фенолом, СаС1. или каким-либо другим способом. При сме- 
шивании протопластов Ё. с0й с такой очищенной однонитчатой ДНК 
фага ФХ474 (который содержит только около 4500 дезоксириботидов 
на частицу) образуется потомство, типичное для фага фХ174, включая 
характерную белковую оболочку (@. бимше, В. ЭтзНнейпег, 1963). Сле- 
довательно, единственным генетическим материалом в ДНК-содержащем 
фаге является ДНК. 

Ряд событий, приводящих к лизису инфицированной фагом бактерии, 
может быть суммирован следующим образом (рис. 26—2): фаговая час- 
тица прикрепляется с помощью хвоста к специфическим рецепторам 
на поверхности бактериальной клетки. В клетку впрыскивается вся 
ДНК с незначительной примесью белка; вероятно, впрыскивание произ- 
водится в результате сокращения спирального белкового чехла. После 
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РИС. 26-1. 
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РИС. 26-2. 

Электронные микрофотографии, показывающие размножение вируса 72 
в клетке Е. сой. 

А — клетка перед заражением; Б — клетка спустя 4 мин. после заражения; В — 
клетка через 10 мин. после заражения; фотография тонкого среза показывает также. 
белковый чехол Т2, прикрепленный к бактериальной поверхности; Г — клетка 
через 12 мин. после заражения; наблюдается конденсация новых вирусных частиц; 
Д — 30 мин. после заражения; полностью сформировано уже более 50 частиц фага 
Т2. Клетка почти готова-к лизису (фото Е. КеПепЪегеег) 
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РИС. 26-3. 


| Бляшки, образуемые родитель- 
скими и рекомбинантными 
типами фага. 


Потомство фага от скрещивания 
между "+ и №+г проверялось на 
смеси соответствующих индикатор- 
ных бактерий. Мелкие прозрачные 
и большие мутные бляшки образо- 
ваны родительскими типами потом- 
ства фага (й*г и пт соответствен- 
но). Большие прозрачные и мелкие 
} мутные бляшки образованы реком- 
бинантными типами потомства (ги 
В+т+ соответственно) (фото А. Нег- 
| звеу) 
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кновения в клетку $ 
т ви ти м Следует скрытый период (ес Прзе) (рис. 26—2 
, Рого в искусственно лизированной клетке не удает- 


ся обнаружить инфекционного фага. В 
‹ . . 50 время - 
цированные клетки несут незредый а: р скрытого периода инфи 


ы ; реплицирую: я ая ДНКоб- 
разует пул фаговых единиц ДНК. В ей - еЕрИ сы р д) 
часть ДНК, находящейся в пуле, начинает образовывать зрелый фаг. 
При этом каждый геном окружается вновь синтезированной оболочкой 
(содержащей головку и хвост) (рис. 26—2. Г). Примерно через 20—40 мин. 
после начала инфекции инфицированные бактерии образуют ферменты, 
получившие название эндолизинов, которые разрушают оболочку клетки 
и освобождают инфекционный фаг в среду. 

Этим последним событием заканчивается литический цикл бактерио- 
фага — единственно возможный цикл для неумеренных, или вирулент- 
ных, фагов, таких, как Т. Для умеренных фагов это один из двух воз- 
можных циклов. Альтернативой ему является интеграция вошедшего 
в бактериальную клетку фага в хромосоме в качестве профага, в резуль- 
тате чего клетка становится лизогенной и иммунной. Однако напомним, 
что даже в этом случае профаг иногда отделяется от хромосомы и репли- 
цируется, образуя инфекционный; фаг, освобождающийся при лизисе 
клетки хозяина. 


ВИРУЛЕНТНЫЕ ФАГИ 


Методы определения количества фаговых частиц, присутствующих в лиза- 
те, основаны на способности вируса лизировать чувствительные бакте- 
рии. Один из наиболее часто используемых методов заключается в том, 
что поверхность чашки, содержащей агар, густо засевается чувствитель- 
ными бактериями, которые при инкубации растут, образуя сплошной 
п непрозрачный газон. Когда © чувствительными бактериями перед инку- 
бацией смешивают несколько частиц вирулентного фага, каждая частица 
инфицирует отдельную бактерию, развивается там и впоследствии лизи- 
рует хозяина с освобождением нескольких сотен частиц дочернего фага. 
Эти частицы продолжают инфицировать а п 
© клеткой исходного хозяина, вызывая позднее их л о ры 
Этого. цикла ведет к образованию прогрессивно ЩЕ и УТ 
лизиса, которая обнаруживается в виде ое оытитньд, жене 
на бактериальном газоне. При этих условиях а счет Е соо 
от одной родительской фаговой частицы, и ы ов 
ветствует подсчету фаговых частиц в ие = Е ра и иден- 
нешний вид бляшек зависит от среды» 0% могут об ау, 
тичности других факторов различные Е > т о 
ляшки с характерно отличающейся морфоло ОО ОЕ ОВО 
Чаться азмером мутностью, присутствием 6 в ава ) нет 
В ероиераав (при применении а м ос. фага, 
Этому исследователь может определять и вых :. отличаться 
Который, влияют на тип бляшки. енелечосии ра асы я мутанты 
пособностью инфицировать рн одоень аи т и 
У которых меняется эта способность, а, следоват мы: на спе- 
Поэт пределены и выделены мутации, щи 
ому могут быть опр 


ЦИ: ию к хозяину- к Е 

о ыы вирулентного фага ик а 
НЫМ как в ОНИ специфичности к хозяину (№ му рай к аллелям 
“яшки (г-мутация). Для определения мн ее клетки инфици- 
Дикого ыы р и =) чувствительные ыы рр кера; фаги дикого 
Руются одной фаговой частицей, содержащей У ни  Бенаы к каждом 
типа. используются для определения Е жены иван т 
3 Двух типов мутантных аллелей. ри зарая 
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РИС. 26-4. 
Рекомбинационная карта фага 74Д. 


Зачерненные зоны показывают минимальные размеры генов. Обозначения фаго- 
вых компонентов соответствуют типичным морфологическим компонентам, обнару- 


живаемым в лизатах Е. сой, инфицированных мутантами (бепеНсз, 1964, 50, 
539—552) 


бактериального штамма высоко концентрированной смесью двойного 
мутантного (йг) и дикого ("г") фагов, некоторые множественно инфици- 
рованные клетки несут оба типа фагов. В этом случае среди потомства 
удается обнаружить не только родительские типы (г и №"г*), но и реком- 
бинантные типы (г и й*), встречающиеся с частотою, значительно пре- 
вышающей частоту мутирования (рис. 26—3). Следовательно, подобные 
эксперименты (М. Пе гск а. ХУ. ВаПеу, А. НегзВеу а. В. Во@тап) дока- 
зывают, что во множественно инфицированной клетке между фаговыми 
частицами происходит. генетическая рекомбинация. Определение от- 
носительной частоты появления различных рекомбинантов среди фага, 
освобождаемого клетками, множественно инфицированными серией раз- 
личных мутантов (эта процедура известна как «скрещивание» генетически 
различных фагов), позволяет построить генетическую карту фага. После 
того как это было сделано с фагом Т4, было обнаружено, что мутант- 
ные локусы расположены в одной линейной группе сцепления, замк- 
нутой в виде кольца (рис. 26—4). 

Поскольку г-мутант фага Т4 вызывает быстрый лизис, 
большие бляшки © более четкими краями, чем фаг, нес 
дикого типа 7*. Смешанные инфекции фагами ги 7* 
ство, образующее бляшки одного или другого типа. 
появляются крапчатые бляшки (около 2%), т. 
тично, по-видимому, 7 и частично г*. При изуче 


он образует 
ущий аллель 
обычно дают потом- 
Однако среди них 
е. бляшки, которые час- 
нии фагов (взятых уколом) 
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из крапчатой бляшки оказалось, что они образуют либо г, либо г" тип 


бляшек. Так как в крапчатой бляшке представлены оба родителя, она 
не могла произойти от одной фаговой частицы, гаплоидной в отношении 
т-локуса. Образование крапчатых бляшек не обусловлено также инфи- 
цированием несколькими фаговыми частицами; более того, такие бляшки 
не образованы фагом, несущим нестабильную г-мутацию, так как неста- 
бильные г-фаги образуют фенотипически (а следовательно и генотипи- 
чески) секториальные, а не крапчатые блялики. На основании этих и дру- 
гих результатов сделан вывод (А. НегзВеу а. М. СВазе, 1954; также 
А. Роегтапи а. [.. ВоеВпег, 496 ), что 2% фага ТА, образующего крап- 
чатые бляшки при смешанном инфицировании, представлены гетерозиго- 
тами в отношении короткого отрезка фагового генома, включающе- 
го т-локус. 

Отдельная фаговая частица может быть гетерозиготной в отношении 
ряда локусов, которые расположены достаточно далеко друг от друга. 
В действительности маловероятно, чтобы какая-либо из фаговых частиц 
была полностью гаплоидна. Области, являющиеся диплоидными, счи- 
таются избыточными. Избыточность может встречаться в двух видах 
(С. Зте1зтаег, В. Едраг а. С. Оепвагаь, 1964): либо обе области являются 
частью одной двуспиральной ДНК (концевая избыточность), либо допол- 
нительная область представлена в виде отдельного сегмента двуспираль- 
ной ДНК (внутренняя избыточность). 


ТОНКАЯ ГЕНЕТИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА ФАГА Т41 


Мутации г встречаются в трех различных областях генетической кар- 
ты Т4 — 7, гИ и "ТИ. 

Мутанты, несущие г-мутации в любой из трех областей, способны 
образовывать бляшки на штамме В Ё. сой, используемом в качестве хозяи- 
на. Однако мутанты, несущие повреждение в г области, отличаются 
тем, что они не способны образовывать бляшки при использовании в каче- 
стве хозяина штамма К12 Е. сой, который лизогенен в отношении лямбда, 
тогда как 7Г и г мутанты, а также г*-фаги образуют на нем бляшки 
(табл. 26—1). Следовательно, среди г-мутантов ограничения в специфич- 
ности по отношению к хозяину проявляют только те, которые несут 
повреждения в области П. 

Таблица 26—1 


ХАРАКТЕР БЛЯШЕК г-МУТАНТОВ 
Т-ЧЕТНЫХ ФАГОВ НА ШТАММАХ В 








иКЕ. сой 
Бляшхи, образ! е- 
Генотил, ‚мые на штамме- 
хозяине 
РАЗ? 
Мутанты "Ги гПТ Я: 
Мутанты гИ г Необразуют 


р* 


я 
Е 





Ограниченную в отношении к хозяину специфичность мутанта 7И 
можно использовать в качестве селективного маркера. Е мутаций 
от г к гШ* может быть легко определена при рассеве ТА гИ на штам- 





т Последующее изложение основано главным образом на материалах работ С. Бен 
зера (1955, 1957). 
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Функциональная комплементация 


А В 
а щи 
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29 
Отсутствие комплементации РИС. 26-5. 
0% Наличие или отсутствие 
гАХ г2 [2 — ————— комплементации между 
—_—_—=_ ——_ различными г П-мутан- 
ие тами 


ме К12, так как только мутанты + будут образовывать бляшки ("*” — 
селектируемый на К12 маркер). Можно выделить большое число т ]-му- 
тантов, которые имеют низкую частоту мутаций (иногда ниже, чем 1 на 
10° фаговых частиц). Мутанты Т4 И могут быть разделены на два клас- 
са, А и В, согласно их поведению после смешанной инфекции штам- 
ма К12. Если К12 инфицирован тИ-фагами из обоих классов, происходит 
размножение фага и лизис хозяина. Это свидетельствует, что г П-область 
состоит из двух функциональных единиц, Д и В, и для получения нор- 
мального г*-фенотипа необходимо присутствие продуктов обеих единиц. 
Мутанты, несущие дефект только в А-единице, по-видимому, еще способны 
образовывать нормальный продукт В, и наоборот. В бактериальных 
клетках, множественно инфицированных фаговыми мутантами, одни 
из которых несут повреждения в А-, а другие в В-единицах, образуемые 
мутантами продукты А и В могут кооперироваться, т. е. проявлять 
хомплементацию, давая г“-фенотип (рис. 26—5). 

Если два разных 7П-мутанта, участвующие во множественном инфи- 
цировании штамма К12, несут повреждения в одной и той же области, 
например, области А, они оказываются неснособными давать г*-фенотип 
путем комплементации, так как ни один из фагов не может образовать 
нормальный А-продукт. В таких случаях фаг не может расти и не будет 
лизировать хозяина, если только у инфицирующих мутантов поврежде- 
ния в области А не находятся на значительном расстоянии друг от друга, 
так что потомство дикого типа может возникнуть в результате рекомби- 
нации между ними. 

Два мутанта, 71 и г2, возникшие независимо в одной и той же области, 
могут не рекомбинировать друг с другом; однако г/ может рекомбиниро- 
вать с третьим независимым мутантом, г3, даже если мутант 72 не реком- 
бинирует с ним. Эти результаты показывают, что мутант г2 имеет ббль- 
шую недостаточность, или делецию, которая захватывает всю или часть 
области, дефектной по г/ и г3. Такие мутанты с делециями никогда не 
ревертируют к г*. Другие мутанты, которые ревертируют и не имеют 
больших делеций, рассматриваются как точечные мутанты. При про- 
верке более 1500 спонтанно встречающихся гИ-мутантов около 300 из них 
оказались неидентичными,т.е. разделимыми при рекомбинации (рис. 26—6). 
С помощью перекрывающихся делеций и точечных мутантов можно рас- 
положить все мутантные участки А- и В-областей в одной линейной после- 
Ддовательности, причем расстояния между мутантами приблизительно 
аддитивны. Следовательно, даже в отношении тонкой структуры (в пре- 
делах одного чгена») генетическая рекомбинационная карта бактериофага 
является линейной. 
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Возможность отбора г* реверсий путем рассева 711 мутантов на штам- 
ме К12 позволяет производить определение частоты мутаций, даже если 
она составляет 1 на 10$. Этот метод имеет приблизительно ту же эффек- 
тивность при определении рекомбинантов. Несмотря на то что было про- 
ведено множество скрещиваний, самая низкая воспроизводимая частота 
рекомоинации между двумя мутантами (0,02%) оказалась относи- 
тельно высокой, по крайней мере в 100 раз выше, чем самая низкая 
частота, Доступная определению. Следовательно, в отношении реком- 
бинации частота 0,02%, по-видимому, близка к самому нижнему пределу, 
г. е. значению, которое может быть использовано при оценке предела 
делимости ДНК при рекомбинации. 

Чтобы оценить наименьшее нуклеотидное расстояние между двумя 
маркерами Т4, которые способны рекомбинировать друг с другом, сле- 
дует допустить следующее: 


1) вероятность генетической рекомбинации постоянна по молеку- 
лярной длине генетической карты фага; 

2) изучаемые генетические маркеры должны представлять все локусы} 
3) общая длина генетической карты точно оценивается путем суммиро- 
вания ряда малых расстояний. 

На основе этих допущений было рассчитано, что длина общей гене- 
тической карты фага Т4 составляет приблизительно 2500 единиц реком- 
бинации; иными словами, она показывает 2500% рекомбинации в отно- 
шении к ее общей генетической длине. (Напомним, что рекомбинацион- 
ная карта, построенная на основании данных по кроссинговеру, может 
быть длиннее ста рекомбинационных единиц — в этом случае кроссовер- 
ных единиц). Молекулярный вес ДНК фага Т4 равен 130—460 Х 10°, 
что соответствует содержанию примерно 400 000 нуклеотидов. Они распо- 
ложены в виде одной двойной спирали из 200 000 линейно расположен- 
ных нуклеотидов. 

2500% рекомбинантов 
200000 нуклеотидов 
процент рекомбинаций на нуклеотидную пару. Исходя из того, что 
рекомбинация не может происходить в пределах нуклеотидной пары, 
следует полагать, что фаговый геном содержит 200 000 межнуклеотидных 
точек, в которых может происходить обмен. Таким образом, можно ожи- 
дать, что в случае скрещивания двух г-мутантов (каждый отличается 
от дикого типа одним соседним нуклеотидом) частота возникновения 


5% или 0,00625% 


(двойной мутантный рекомбинант, не определимый в этом случае, также 
будет встречаться с такой частотой). и . 

Допустим, что наиболее низкая наблюдаемая частота появления г*- 
рекомбинантов, 0,02% , действительно является минимальной. Это должно 
означать, что рекомбинация могла произойти в каждой межнуклеотидной 
точке и что наиболее близкие мутации у многочисленных проверенных 
мутантов отделены примерно тремя нуклеотидами (0,02/0,00625). Пред- 
полагая, что мутации повреждают действительно соседние нуклеотиды 
можно утверждать, что в среднем только каждая третья межнуклеотидная 
точка будет способна подвергаться рекомбинации и, следовательно, 
длина средней единицы рекомбинации должна равняться трем нуклеоти- 
дам. Поскольку наблюдаемая величина 0,02% является максимальным 
значением для выражения наименьшего количества рекомбинаций, а мы 
не располагаем определенными данными относительно длины генетиче- 
ской карты и числа нуклеотидов в геноме фага, расчет средней нуклео- 
тидной длины, составляющей единицу рекомбинации, может быть еще 
В значительной мере ошибочным. Остов ДНК, по-видимому, не несет 
каких-либо структурных различий, которые указывали бы только 


Отношение составляет 0,0125% и выражает собой 


’`-рекомбинантов среди потомства составит 
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Генетическая карта г П-области фага Т4. 


Прерывистость на карте обусловлена сегментами, очер- 
ченными по концам делеций. Порядок сегментов обозна- 
чен на рисунке. Порядок мутантов в пределах любого 


м НВ 

89 8 

" т 16. $50 ЕМ из сегментов не определялся, но все мутанты дают ре- 
г. Ш Е 2 33 комбинации друг с другом. Полыми кружками и други- 


9 5. 87 
ый ый ми закрашенными значками показаны различные тины 
89а? В В10ат в0аг В. фенотипического проявления (по 3. Вептег, $. Сватре). 


РИС. 26-7. 


п; _@2 НЫ Е 
— —  ДЦис- (слева) и транс 
== ——— (справа) положения для 

+ + + @ двух мутантов в цистро- 


не "ПА 


на каждый третий нуклеотид. Поэтому кажется вполне допустимым при- 
нять в качестве рабочей гипотезы, что наименьшей единицей рекомбина- 
ции у фага является один нуклеотид. Эта точка зрения находит свое 
подтверждение в работах! Хелинского и Яновского (1962). 

Вся область гШ содержит около 200 линейно расположенных нуклео- 
тидов. Рассмотрим функциональные свойства этой области. Если иметь 
в виду образование только г и г*-фенотипов, то ’И-область ведет себя как 
одна функциональная единица. Однако область г состоит из двух 
единиц, А и В, которые способны комплементировать. Такое разделение 
позволяет считать, что А и В — это независимые отдельные единицы 
на функциональном уровне. 

При двойном инфицировании Е. сой К12 фагом дикого типа (---) 
и двойным мутантом Т4 (а,а,), несущим оба повреждения в А (или В)- 
области, образуется г*-фенотин. В этом случае мутации расположены 
в одной и той же двойной спирали ДНК, находясь в цис-положении 
(рис. 26—7). Если штамм К12 вдвойне инфицирован, причем каждая части- 
ца вируса несет одну из этих мутаций (а, --,- а.), мутации находятся 
в транс-положении. Комплементации не происходит, бляшки не обра- 
зуются. В тех случаях, когда цис-транс тест дает такой результат, 
полагают, что два мутанта, неспособные комплементировать в транс- 
положении, принадлежат к одной функциональной (А или В)-единице, 
или цистрону. Наиболее близко расположенные мутационные участки А и 
В-цистронов (см. рис. 26—5) находятся на расстоянии не более 0,4 единицы 
длины карты. Это свидетельствует о том, что два цистрона не отделены 


большим количеством ДНК, внутри которой могут встречаться реком- 
бинации. 


УМЕРЕННЫЕ ФАГИ 


Генетическая рекомбинация может происходить также между умеренными 
фагами. На основании частоты встречаемости генетически рекомбинантных 
фагов среди потомства, освобождаемого чувствительными клетками, 
множественно инфицированными различными мутантами А, можно рас- 
положить мутанты на одной карте сцепления, точно так же, как это 
сделано в отношении различных мутантов вирулентных Т-фагов. Ока- 
залось, что в отличие от фага Т4, генетическая карта фага Л (как и у Т5) 
не является кольцевой. 

Умеренный ‚фаг отличается от неумеренного тем, что он способен 
лизогенизировать своего хозяина. При инфицировании чувствительных 
бактерий умеренными 'фагами образующиеся бляшки имеют мутный 
центр, что обусловлено ростом лизогенизированных (не лизирующихся) 
бактерий. У такого умеренного штамма фага встречаются мутанты с мень- 
шей или утраченной способностью к лизогенизации (в этом случае фаг 
становится вирулентным). Такие. мутанты образуют менее мутные или 
прозрачные бляшки. Скрещивания между фагами, которые несут мута- 
ции в отношении различнои степени вирулентности и другие маркеры, 
показывают, что локусы, контролирующие способность к лизогениза- 
ции, являются определенной частью генетической карты фага. 

Некоторые мутации повреждают, по-видимому, процесс, с помощью 
которого фаг превращается в профаг. Мутанты последнего типа обозна- 
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РИС. 26-8. 


Схематическое и 


зображение группы сцепления умеренного 
бактериофага ХЛ. ) 


На верхней диаграмме показан линейный по 
в отношении специфичности к хозя: 
Буквой 4 обозначены специфичные дефектные мутанты. Область 
< представлена жирной линией и показана подробнее на нижней диа- 
грамме. Она состоит из трех сегментов — сз, с1, с»; ат — сегмент, конт- 
ролирующий иммунитет (по Ф. Жакобу и Д. Моно) 


рядок различных маркеров 
ину или размера и типа бляшек. 


чаются как с-мутанты (с1еаг — прозрачные). Они несут мутации в груп- 
пе локусов на генетической карте фага. У фага лямбда три группы с 
мутаций располагаются в последовательности сз, ст, сз (рис. 26—8). Мута- 
ции в с:-сегменте сопровождаются потерей способности к лизогенизации 
и поэтому мутанты, несущие их, образуют совершенно прозрачные бляш- 
ки. Мутанты, имеющие повреждения в с; и с-сегментах, сохраняют 
незначительную способность к лизогенизации, которая может быть 
выражена как 0,1—0,01% от лизогенной способности фага лямбда дикого 
тина. Кроме того, было показано, что все три локуса действуют в раз- 
личное время после инфекции. 
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РИС. 26-9. 


Часть карты сцепления Ё. сой, показывающей расположение некоторых 
индуцированных , профагов 


У Е. сой выделено более 12 умеренных фагов. Некоторые из них 
индуцируются ультрафиолетовыми лучами, другие не авы 
Все вирусы, чьи профаги являются индуцируемыми (их ), занимают 
различные хромосомные локусы, расположенные в одной области хро- 
мосомы хозяина (рис. 26—9). Эти фаги отличаются друг от друга токи 
тем, что хозяин, лизогенный в отношении одного из них, еще может быть 

и-либо другими \. к 
и нет жар является культурой, способной к зреноформа 
ции. Она может быть также инфицирована индуцируемым а 
умеренным фагом НРА. Генетический материал этого фага может быть 
введен в нелизогенную культуру НеторйЙиз, компетентную в отношении 





: но на ряде работ Ф. Жакоба и соавторов. 
* Вышеприведенное обсуждение основа: ряде р. 
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СЕЙМУР БЕНЗЕР 
(1961 г.) 


трансформации, тремя способами: впрыскиванием из неповрежденной фаго- 
вой частицы; инфицированием чистой ДНК фага; и, наконец, инфицирова- 
нием чистой бактериальной ДНК, несущей профаг, которая выделена из ли- 
зогенных клеток. В каждом случае клетка хозяина либо становится ли- 
зогенной, либо лизируется и освобождает зрелое потомство фага (\. 
Нагш а. С.Вирегь, 1963). ВЯ 

Несмотря на то что свойство иммунности, определяемое профагом, 
контролируется небольшой областью, составляющей лишь часть общего 
содержания ДНК в фаге — с:-областью — одна эта область не содержит 
всей генетической информации или спецификации, необходимой для 
перехода профага в состояние зрелого инфекционного фага. По-видимо- 
му, большинство остальных локусов фага (а возможно, и все) являются 
существенными для образования зрелого фага, включая его объединение 
с белковыми частями. 

Используя немеченые клетки хозяина, можно провести скрещивание 
между генетически различными штаммами фага лямбда, один из которых 
помечен изотопами С! и №1, а другой — немеченый. После ультрацен- 
трифугирования в градиенте плотности определяют распределение мече- 
ной родительской ДНК как исходного родительского фага, так и реком- 
бинантных генотипов. В таких экспериментах в рекомбинантных фагах 
обнаружены дискретные количества исходной родительскойДНК (М. Мезе]- 
зоп а. Т. Уеме, 1961; С. КеПепЪегвег, М. 7АсЫсЬ: а. 7. Меше, 1961). 
Наиболее простое объяснение такого результата основывается на пред- 
положении, что рекомбинанты образуются после разрыва и воссоедине- 
вия родительских нитей ДНК. Эти результаты не подтверждают (но и 
не исключают) вероятности того, что рекомбинации у фага осуществляются 
посредством механизма «ошибочного копирования», так как в этом слу- 
чае вся ДНК рекомбинантного фага должна была бы содержать целиком 
новый немеченый материал. 





м. в. 




























А. ХЕРШИ 
(1960 г.) 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Обсуждаются данные о морфологическом строении и литическом цикле 
развития вирулентных Т-четных фагов К. сой, а также их генетическом 
материале, химически определяемом как ДНК. После множественного 
инфицирования клеток фаговыми частицами Т4, несущими различные 
тенетические маркеры, среди потомства обнаруживаются генетические 
рекомбинанты. 

Результаты скрещивания фага позволяют построить рекомбинацион- 
ную карту Т4 с линейным расположением генов, замкнутую в виде коль- 
ца. Рекомбинантные фаги часто диплоидны в отношении короткой обла- 
сти, несущей рекомбинантные маркеры. 

Изучение обратных мутаций, комплементации и генетической реком- 
бинации позволило обнаружить тонкую генетическую структуру гП-об- 
ласти фага Т4. Данные этих исследований позволяют предположить, 
что наименьшей единицей рекомбинации у фага является один нуклеотид. 

Генетическая рекомбинация наблюдается также между мутантами 
умеренного фага. У фага лямбда единственная группа сцепления 
не является кольцевой. Иммунитет к суперинфекции определяется обла- 
стью с, генетической карты фага. Иногда (если не всегда) рекомби- 
нация у фага происходит в результате разрыва и воссоединения роди- 
тельских нитей. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


26.1. Является ли отверстие в хвостовом отростке Т-четных фагов 
Достаточно большим для прохождения через него одной или двух двой- 
ных спиралей ДНК? Объясните. Каков способ проникновения фаговой 
ДНК в клетку хозяина? 

26.2. Какие преимущества при изучении фагов дает использование 
бактерий, растущих на твердой, а не жидкой среде? н 

26.3. Считаете ли Вы возможным изучение генетической основы раз- 
личных белковых компонентов у фага? Объясните. 

26.4. Что подразумевается под «скрещиванием» фагов? Каким образом 
можно установить, что скрещивание имело место? 

26.5. Если в результате инфекции протопластов очищенной ДНК 


ФХ174 освобождается полноценное потомство фага, значит ли это, что 
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вся информация, необходимая для образования ДНК и белка фага фХ1 74, 
содержится в ДНК фага? Объясните. р 
26.6. Являются ли гипотезы о рекомбинации фагов, осуществляемой 
либо путем разрывов, либо путем оптибочного копирования, взаимоисклю- 
чающими? Объясните. т ) 
26.7. В каких отношениях фаг /. подобен и в каких отличен от Е- 
частицы? ы 

26.8. Умеренный фаг способен трансдуцировать любой из известных 
хромосомных маркеров Е. сой. Можно ли локализовать хромосомный 
участок его профага? Объясните. 

26.9. Показано, что одна частица фага способна трансдуцировать 
бактериальный фрагмент, несущий не только бактериальный маркер, но 
и два сцепленных профага. Имеют ли эти данные какое-либо отношение 
к сущности всего фагового генома, осуществляющего инфекцию и (или) 
образование потомства фага? Объясните. 

26.10. Как отличить мутант фага Т4, несущий повреждение в /П- 
области, от мутанта, имеющего повреждение в г[ или г1-области? 

26.14. Как можно использовать цис-транс-тест для определения 
функциональной комплементации между двумя мутантами фага? 

26.12. Какое максимальное число нуклеотидов способен трансдуциро- 
вать фаг, еще сохраняющий способность функционировать в качестве 
фага? На чем основано Ваше предположение? 

26.13. Если ген, контролирующий белок, содержит, в среднем, около 
2000 нуклеотидов, сколько различных белков может контролировать 
фаг Т4 и фаг фХ474? 


26.14. Какое, по Вашему мнению, наиболее замечательное свойство 
фага ФХ 174? 

26.15. Мутанты, проявляющие функциональную комплементацию 
в области рап-2 У Меитозрога, могут быть расположены в одинаковом 
линейном порядке как с помощью комплементации, так и генетической 
рекомбинации. Обязательно ли обе карты должны быть идентичными и 
но другим областям? Объясните. 

26.16. Что представляет собой функ 
или цистрон? Какова длина этой еди 

26.17. Какие сведения Вы получил 
ческой протяженности генетических 


циональная генетическая единица, 
ницы в нуклеотидах? 

и в этой главе относительно хими- 
единиц рекомбинации и функции? 
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Глава 9 


БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ЭПИСОМЫ 
И ГЕНЕТИЧЕСКАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ 





Локализация и генетические особенности фактора Е определяют тип 
мужской скрещиваемости, встречающийся у Езсйетема, У этих бакте- 
рий конъюгация ведет к образованию новых комбинаций при Участии 
либо только хромосомных генов, либо внехромосомных эписомных генов, 
либо и тех и других одновременно. 

Рассмотрим последовательность событий в генетической рекомбинации 
при участии фактора Е. В случае, когда штамм Н/г ревертирует в Ё*, 
фактор Ё, включенный в хромосому Н/г, каким-то образом отделяется 
от нее, или деинтегрируется. Частица Е-фактора выходит в цитоплазму, 
реплицируется и затем становится инфекционной. В последующих гене- 
рациях фактор Е может снова оказаться включенным в хромосому, пре- 
вратив ее снова в Н]г. Перед таким включением Е-фактор, очевидно, 
спаривается с хромосомой, причем тяготение между Е-фактором и хромо- 
сомой, вероятно, точно такое же, как между сегментом хромосомы донора 
и хромосомой реципиента при трансформации, конъюгации или транс- 
дукции. При трансформации включающиеся локусы донора должны 
быть гомологичными локусам, замещаемым в клетке реципиента. (По всей 
видимости, такая гомология требуется также для включения хромосом- 
ных фрагментов, вводимых при конъюгации или трансдукции.) Так как 
фактор Е может включаться в различные локусы, он, по-видимому, 
содержит сегменты ДНК, гомологичные многим хромосомным областям. 

омологичные сегменты, которые (как предполагается) содержат фак- 
тор Е, либо существовали в «исходном» состоянии генома, либо могли 
возникнуть во время происходивших ранее деинтеграций. (Неизвестно, 
возник ли первый Е-фактор из участка хромосомы или же он проник 
в бактериальную клетку извне.) Если свободная Е-частица может содер- 
жать дополнительный сегмент хромосомной ДНК, полученный каким-то 
образом во время ее высвобождения из хромосомы, то в таком случае 
Удается найти такой тип свободного Е-фактора, который при введении 
в Е -штамм проявляет высокую степень сродства в отношении какой-то 
специфической хромосомной области. Напомним, что умеренные фаги, 
способные только к ограниченной трансдукции, проявляют такую спе- 
цифичность, хотя частицы Е дикого типа таковой не проявляют. 
Рассмотрим результаты экспериментов Адельберга и Бернса (1960) 
и Жакоба и Адельберга (1959), имеющих отношение к упомянутому выше 
предположению. Штамм Е* (несущий фактор Е внехромосомно) дает 
начало штамму типа Н]г, Р4х, хромосомные маркеры которого пере- 
даются в следующей последовательности: О (начало или ведущая точ- 
ка) — Р-р. 0. Мбай Гас (место прикрепления 
полового фактора). Скрещивания Р4х ЖЕ дают Е -потомство, за исклю- 
чением рекомбинантов Гас (которые оказываются обычно Н7', поскольку 
Еи Гас тесно сцеплены). 
Из штамма Р4х получен новый штамм, Р4х — 1, имеющий следую- 
щие свойства: 
$. Порядок передачи и время вхождения хромосомных маркеров 
(определяемые путем скрещиваний с прерыванием конъюгации) у этого 
штамма идентичны порядку и времени вхождения маркеров штамма Р42. 
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Так, = штамма передают Рго примерно через 6 мин., ТГ, — примерно 
через 12 мин. и последним передают Гас. 


2. Реципиенты дают более низкую частоту рекомбинации в отношении 
хромосомных локусов при скрещивании с Р4х — 1, чем при скрещивании 
с РАз, используемым в качестве донора. Например, частота образования 
рекомбинантов Рго составляла 0,3—0,5% при использовании в качестве 
донора штамма Р45 — 1, тогда как при использовании в качестве донора 
Р4х получено 4,8% Рто рекомбинантов. 

3. В опытах с прерыванием конъюгации обнаружено, что многие Рго 
и ГЕ рекомбинанты ведут себя как мужские штаммы. 

4. Мужской фактор не был сцеплен ни с вышеупомянутыми локусами, 
ни слюбым другим хромосомным маркером, участвующим в рекомбинации. 

5. Подобно свободному Е-фактору, мужской фактор входил в Е--клет- 
ку примерно через 5 мин. после начала конъюгации. 

6. Обработка акридиновым оранжевым уничтожала мужской половой 
фактор, превращая клетки в Е-. Эти данные свидетельствуют о том, что 
мужской половой фактор штамма Р4х — 1, обозначенный как Е’, лока- 
лизуется внехромосомно. 

Фактор Е может прикрепляться в различных участках хромосомы, 
что ведет к образованию Н/]г-хромосом, отличающихся положением точки 
О инаправлением передачи. В отличие от Е фактор Е’ прикрепляется 
в определенном локусе вблизи Глас таким образом, что хромосомные локу- 
сы всегда передаются в одном и том же порядке и направлении. 

Поскольку Р4л — 1 передает свою хромосому гораздо чаще, чем обыч- 
ный Е+ (Е-содержащий) мужской штамм, то и вероятность связывания 
Е’ с хромосомой вблизи Гас, по-видимому, значительно больше, чем общая 
вероятность включения Е-фактора в один из многочисленных локусов. 
С другой стороны, штамм Р4х — 1 передает свою хромосому значительно 
реже, чем штамм Р45; это позволяет предполагать, что включение ЕЁ в хро- 
мосому Р4х — 1 оказывается неполным, в то время как у Р4х он включает- 
ся полностью. Этим отличием можно объяснить также тот факт, что штамм 
РА. 4 содержит свободный Е’-фактор, тогда как штамм Р4х такового 
не содержит: ведь присутствие хромосомного Е-фактора препятствует 
существованию в клетке свободного Е-фактора. По-видимому, фактор Е’ 
существует обычно как своего рода экзогенота, спаривающаяся с хромо- 
сомой либо как раз перед началом конъюгации, либо сразу после ее 
начала. Механизм, который приводит к передаче хромосомы, включает, 
по-видимому, некое рекомбинационное событие между эписомой Е’ и хро- 
мосомой. 

В тех случаях, когда Е’ передавался в клетки Е` как внехромосомная 
частица, клетки реципиента превращались в мужские, которые сравнитель- 
Но часто оказывались способными передавать свои хромосомные маркеры 
В той же последовательности, как мужские штаммы Р4х и Р4х — 1; сле- 
Довательно, хромосома обычной клетки Е имеет вблизи Гас сегмент ДНК 
томологичный сегменту, который несет Е’; иными словами, Е’ обладает 
хромосомным сегментом, способным спариваться с определенным хромо- 
сомным локусом. в. 

Как уже указывалось, обработка акридиновым оранжевым элиминирует 
внехромосомные частицы Е’ в штамме Р4х —1 и превращает его в 

—-штамм. Такой Е -штамм конъюгирует с мужскими клетками, несущими 
внехромосомно либо Е, либо Е”. В обоих случаях штамм Е` сравнительно 
Часто превращается в донора (мужской штамм), который передает свою 
Хромосому в той же последовательности, что и Р4х и Р4х — 1. Совершенно 
очевидно, что Е -штамм, полученный из Р4х —1 в результате обработки 
его акридиновым оранжевым, несет хромосому, которая сохраняет сегмент 

тблизи Тас, причем сохраняемый участок имеет нечто общее какс Е-, так 


п Е факторами. 
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Боли хака общвость опродвллето Рчастком чаты, то лето 
тельно, в этих экспериментах невозможно оонару р Е жду 
РиЕ’. Поскольку Е’-частицы приблизительно вдвое крупнее ГР-частиц, 
можно думать, что Е’ представляет еж Е-частицу с прикрепленным к 

й олнительным участком хромосомы. ы 
а и позволяют предполагать, что Е’-частица в“ 
нести хромосомную ДНК, по-видимому, еще сохраняющую спосо ность 
к репликации в ее новом положении. Допустим, что такой хромосомный 
сегмент еще в состоянии нормально функционировать. Е’ может оказаться 
неспособным проявлять фенотипически эффект нормального хромосомного 
локуса из-за того, что он содержит один или более (что еще не определено) 
хромосомных маркеров. (Вероятно, идентифицировано менее 1% хромо- 
сомных локусов; кроме того, могут существовать хромосомные области, 
единственная функция которых — это сохранение эписом и рекомбинация 
с ними). Однако сам по себе факт существования частицы Е” побуждает 
искать другие Е-частицы, к которым могут быть прикреплены уже извест- 
ные маркеры. 

В скрещиваниях с прерыванием конъюгации клеток Дас-Е- и штамма 
Тас+Н г, несущего Е рядом с Гас*+, выделены редкие рекомбинанты, кото- 
рые получают Гас+ слишком рано. Некоторые из этих рекомбинантов харак- 
теризуются следующими свойствами. 

1. Они получают только Е и Гас+. 

2. Они отличаются нестабильностью и иногда выщепляют Гас-Е`-особи; 
следовательно, исходный рекомбинант должен быть мерозиготой, несущей 
как Г.ас*, так и Гас -аллели. 

3. При скрещивании с клетками Гас-Е- они одновременно передают Е 
и Гас+ с частотой, равной или выше 50%. Такая передача наблюдается 
вскоре после начала конъюгации, как это происходит и в случае свободного 
Е или Е’-фактора и не зависит от передачи других хромосомных маркеров. 
Следовательно, Е`Гас+ ведет себя как свободная отдельная частица. 

4. Рекомбинанты передают свои хромосомы в той же последовательно- 
сти, что и исходные Н]-линии, однако с меньшей частотой (1/10). Частота 
передачи точно соответствует той, которая найдена при сравнении Р4х —1 
с Р4х. 

5. Частица Е`-Гас+ может быть передана в серии последовательных 
конъюгаций, причем каждый реципиент обладает свойствами первоначаль- 
ного рекомбинанта. 

Все эти свойства проще всего объяснить тем, что Е-частица несет хро- 
мосомный участок с маркером Тас*, полученным в исходном Нр-штамме. 
Более того, установлено, что присоединившаяся Дас*-область содержит 
три цистрона, контролирующих синтез В-галактозидазы, синтез В-галак- 

тозид-пермеазы и образование репрессора для этой системы. В результате 
последовательных внедрений и высвобождений полового фактора из хро- 
мосомы можно получить также Е Гас -частицы, состоящие из Е-Гас 
с точечной мутацией Гас`. Наконец, было найдено, что другой штамм Н}", 
содержащий интегрированный Е около Рго, образует Е-Рго-частицы, 
свойства которых аналогичны свойствам частиц Е -Гас. Однако, если 

Е Гас+-частица попадает в клетку, содержащую делецию в Гас-области, 
то частица, передающая Глас*+, ведет себя подобно Е-фактору в том отноше- 
нии, что, одновременно она передает случайные хромосомные маркеры 
с низкой частотой, характерной для обычных скрещиваний Е+ХЕ’. 

Частица Е может внедряться в] различные локусы. Поэтому можно 
предположить, что при высвобождении ее из хромосомы какой-либо вз 
многочисленных нормальных хромосомных локусов может стать частью 
тенотипа цитоплазматического фактора Е, сохраняя способность к репли- 


кации и функционированию во внехромосомном 
состоя - 
ность этого предположения уже доказана. т. Пина 
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иЕ Гас, получившие название замещенных половых 
яют собой третий тип мужского полового фактора. 
ие их, характеризуются свойствами промежуточных 
‚ передавать обычные хромосомные маркеры. Можно 
допустить, что Е, Е’и другие замещенные половые факторы обычно пред- 
ставляют собой небольшие кольцевые хромосомы из двуспиральной ДНК. 
Включение таких хромосом в хромосому Е. сой в результате единичного 
кроссинговера могло бы привести к образованию большего (НГ) кольца. 
В этом случае вновь включенный Е-фактор может вызвать разрыв увели- 
ченной кольцевой хромосомы (обычно в одном из концов Е), обусловив 
этим подвижность хромосомы при конъюгации. Если хромосома раз- 
мыкается в какой-то точке фактора Е, то одна часть Е должна находиться 
в точке 0, а другая часть — на противоположном конце хромосомы. 
Существуют данные, позволяющие в некоторых случаях предполагать 
наличие такого типа разрыва. Фактор Е способен высвобождаться в ре- 
зультате внутреннего кроссинговера с образованием кольцевого Е и коль- 
цевой хромосомы В. сой. Следует, однако, подчеркнуть, что предлагае- 
мая модель кольцевого Е-фактора не основывается на каких-либо дока- 
зательствах. 
В случае, когда Е-фактор находится в клетке в деинтегрированном 
состоянии, на одну хромосому Е. сой приходится одна или несколько 
Е-частиц (по крайней мере в клетках, которые несут Е в течение некоторого 
времени). (Этот случай напоминает другую ситуацию, когда организмы, 
содержащие более одной хромосомы, регулируют каким-то образом ана- 
логичный процесс, так что каждая хромосома реплицируется только 
один раз в течение генерации.) Популяции доноров, выращенные до мак- 
симальной плотности в аэрируемом бульоне или культивируемые в тече- 
ние ночи на агаре, могут временно утратить фенотип донора и вести себя 
как генетические реципиенты. Поскольку они еще сохраняют половой 
фактор, но ведут себя как Е`-клетки, они известны как Е`-фенокопии 
(см. стр. 334). В случае скрещивания Гас`Е`-фенокопии, несущей Е, 
с мужским штаммом Е+, несущим Е`Сас*, могут быть выделены эксконъ- 
юганты, которые несут оба типа Е-факторов. Однако вскоре в потомстве 
обнаруживаются Е-частицы только одного типа. Такое изменение показы- 
вает, что существует некая регуляция числа Е-частиц, которое приходится 
на одну ядерную зону. Штамм Н]’, выполняющий роль Е `-фенокопии, 
не терпит присутствия введенного извне автономного полового фактора. 
Фактор Е не только обусловливает подвижность всей хромосомы 
в клетках Н]’, но, как показывает предыдущее обсуждение, способствует 
переносу Е-мерогенот *. Последний процесс также называют сексдукцией, 
Е-дукцией, или трансдукцией, осуществляемой при участии полового факто- 
ра. При такого рода трансдукции замещенные половые факторы напоминают 
частицы Ло, подобно тому, как Е напоминает ^.. Можно получить гапло- 
идный штамм Н/’, содержащий два прикрепленных Е-фактора, интегри- 
рованных таким образом, что при скрещивании хромосома представлена 
в виде двух фрагментов, составляющих */з и */з ее длины, с Е-частяцей 
в конце каждого из них, причем каждая из мерогенот может быть пере- 
несена в Е-клетку. Е-мерогенота, несущая маркеры Риг, Тб и Гас, 
передает мерогеноту таким образом, что порядок вхождения, определяе- 
мый при изучении спонтанного и искусственного прерывания скрещивания, 
оказывается 0 — Риг — Уб — Гас — Е. Следовательно, во всех этих 
отношениях переносы хромосомы и мерогеноты, обусловливаемые Р-фак- 
торами, по-видимому, одинаковы, с тем лишь отличием, что передаются 
различные по длине генетические сегменты. 
——= 


1 В этой части в дальнейшем использованы материалы работ А. Кларка и Е. Адель- 
берга (1962) А. Комибелла (1962) и В. Хейса (1964). 
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Маркеры мерогеноты способны иногда внедриться в хромосому: однако 
существовать и реплицироваться 
мерогеноты, сцепленные с Е, могут также су а 
без интеграции, образуя клоны мерозигот или частичн ь д :а Идо. 
Если мерогенота составляе! не менее 4% от длины генома, то чем она длин- 
нее, тем менее устойчива. г 
р половой фактор способен переходить из мужской 
клетки в женскую при конъюгации. Высвобождение и внедрение фактора 
Е может привести к двустороннему обмену хромосомными генами между 
Е и хромосомой в одной и той же клетке. Если фактор Е прикреплен к не- 
коему хромосомному локусу, то хромосомные гены приобретают подвиж- 
ность и могут быть переданы в другую клетку. Фактор Е может быть пере- 
дан Р`-клетке при трансдукции. При этом он сохраняется только в свобод- 
ном состоянии, даже если донором был штамм Н]т. (Во время развития 
фага происходит фрагментация хромосомы по концам или вблизи от концов 
включенного Е-фактора.) Следовательно, частица Е непосредственно 
участвует в генетических рекомбинациях внутри бактериальной клетки 
и между бактериальными клетками: в этих рекомбинациях участвуют 
Е-фактор как таковой и хромосомные гены. 


ПРОМОТОРЫ 


Промотор — это генетический элемент, обеспечивающий одно или несколь- 
ко специальных условий, необходимых для осуществления генетического 
переноса при конъюгации. Если генетический элемент (подобный Е) 
осуществляет все функции промотора, включая мобилизацию всей 
хромосомы или мерогеноты, то его называют половым фактором. Иногда 
промотор (например, Е) обеспечивает только свой собственный перенос 
(в клетки Е^). В других случаях промотор и вся хромосома или мерогенота 
передаются взаимосвязанно. 

Е-Гас стимулирует перенос как мерогеноты, так и хромосомы. После 
воздействия ультрафиолетовыми лучами на гетерогеноты Е-Ёас некоторые 
особи утрачивают способность к переносу Гас или хромосомных маркеров. 
Очевидно, мутация в Е ведет к потере одной или нескольких функций 
промотора. При скрещивании ба]топеЙа или 5мвеПа, используемых в ка- 
честве реципиентов, с Е* или Н/г Е. со, фактор Е передается; однако 
в некоторых случаях он неспособен действовать в качестве полового фак- 
тора до тех пор, пока не будет перенесен обратно в Е- Е. сой. Следова- 


тельно, функции промотора могут быть временно подавлены или не выра- 
жены в зависимости от генотипа реципиента. 


ФАКТОРЫ ПЕРЕДАЧИ УСТОЙЧИВОСТИ 


У 5/веЦа обнаружен генетический фактор, фактор передачи, устойчиво- 
сти, или ВТЕ (от англ. гез1збапсе 1тапзЁег Гасбог) (Т. УацапваЪе, 1963). 
Фактор ВТЕ — это промотор, который обусловливает конъюгацию и пе- 
редачу серии различных сцеплений генов, контролирующих лекарствен- 
ную устойчивость; следовательно, он представляет собой половой фактор. 
В особых условиях ВТЕ способствует передаче хромосомных локусов. 
Он может быть передан от 5/еЦа к Езеренса или к 5 атопеЦа незави- 
симо от хромосомы; такие реципиенты могут быть излечены от ВТЕ с по- 
мощью акридиновых красителей. ВТЕ стимулирует свой собственный 
перенос, который начинается примерно через минуту после смешивания 
родительских штаммов и реплицируется в клетке автономно. ВТЕ сохра- 
няет способность к переносу, попадая в Е+ или Н 'г-клетку, однако стиму- 
лируемый фактором Е перенос хромосомы Я. г-клетки уменьшается в 100 
раз, а перенос мерогеноты и свободного фактора Е полностью подавляется 
определенными ВТЕ-факторами. При спонтанной утрате ВТЕ функции 
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Е-фактора : осстанавливаются. 
на функцию Е-фактора. 
Е-фактор определяет образование антигена на поверхности клетки, 
который необходим для фага 12, повреждающего мужские клетки. Если 
в клетке присутствуют оба фактора, ВТЕ и Е, то Е-антиген замещается 
новым ВТЕ-антигеном. В тех случаях, когда клетка инфицирована ВТЕ, 
ее хромосомные маркеры передаются в 100 раз чаще, когда в хромосоме 
присутствует фактор Р, чем когда его нет. Эти наблюдения свидетельствуют 
о том, что между ВТР и Е существует, по крайней мере, частичная гомоло- 
гия. На основании этих и других данных можно заключить, что ВТЕ 
имеет какое-то отношение к хромосоме, хотя и неспособен стабильно 


внедриться в нее. Исследователи, открывшие фактор ВТЕ, назвали его 
эписомой. 


Другие штаммы, несущие ВТЕ, не влияют 


КОЛИЦИНОГЕННЫЕ ФАКТОРЫ 


Работы Фредерика (1963) и Хейса (1964) показали, что многие штаммы 
кишечных бактерий (например, Е зсйегема, бЗайтопеЦа, 5 ивеЦа) образуют 
одно или несколько высокоспецифичных антибиотических веществ, назван- 
ных колицинами. Колицины обладают бактерицидным, но не бактериоли- 
тическим, действием; одна тысячная микрограмма колицина способна 
убить миллион чувствительных клеток Е. сой. Известно более 12 групп 
колицинов; каждая группа обозначена одной из заглавных букв; каждая 
адсорбируется на различных рецепторных участках клеточной поверхно- 
сти. Колицины, принадлежащие к одной и той же группе, могут различаться 
по ряду признаков. Колицины имеют высокий молекулярный вес; два 
из них, колицин К и колицин У, очищены и идентифицированы как липо- 
протеиды. По-видимому, такие очищенные колицины идентичны О-анти- 
гену бактерий (\/. СоеЪе!, 1962). Молекула антигена может быть разде- 
лена на углеводно-липидную и белковую фракции, причем вся активность, 
присущая колицину, содержится в последней фракции. 

Клетки, способные образовывать колицин, называют колициногенными, 
а клетки, не обладающие таким свойством, — неколициногенными. Коли- 
циногенность — это устойчивый признак, который может передаваться 
на протяжении многих тысяч клеточных генераций. Хотя клетка может 
спонтанно утрачивать колициногенность, спонтанного приобретения этого 
свойства никогда не наблюдали. Поэтому представляется вероятным пред- 
положение, согласно которому колициногенные бактерии обладают гене- 
тическим материалом, колициногенными факторами (со!), контролирую- 
щими синтез различных колицинов. Эти факторы передаются потомству 
не только при вегетативном размножении. Новые штаммы способны при- 
обрести колициногенность при бактериальной конъюгации или трансдук- 
ции, осуществляемой фагом. ата 

В колициногенной культуре лишь небольшая часть бактерий действи- 
тельно образует колицины. Колицин оказывается летальным для бактерии, 
синтезирующей его, однако колициногенные клетки, не образующие коли- 
цина, жизнеспособны и иммунны к воздействию соответствующего коли- 
цина. Синтез колицина можно индуцировать почти во всех клетках коли- 
циногенной культуры ультрафиолетовыми лучами, азотным аналогом 
горчичного газа или перекисью водорода. Следовательно, по ряду упомя- 
нутых свойств колициногенность не отличается от лизогении и с01- 
факторы ведут себя в этом отношении подобно профагам умеренного фага. 

штамме, одновременно лизогенном и колициногенном, индукция часто 
ведет к освобождению либо фага, либо колицина, но не обоих факторов 
Сразу. х 

Бактерии могут быть защищены от действия колицинов благодаря 
иммунитету, или устойчивости. Колициногенная бактериальная клетка 
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а то, что она иммун. 
которые, несмотря на то, ун 
ецепторными участками, 5 
фе ни  оответствующего колицина, ие — п 
к действию колицинов других групи. Ряд генов сообщают клетке устойчи- 


вость к действию колицинов всех групи за счетутратыподобных рецепторов. 


Как указывалось выше, колицин К и антиген 0, соед тона 
тичны. При изучении рецепторных участков для колици р в" 
ных фагов найдено, что в ряде случаев колицины и фаги к ОоЩие 
рецепторные участки; таковы рецепторные участки г Ч и фага 
Т6; для колицина Е и фага ВЕ-23; для колицина С и ре или Т5. 
Вирулентный фаг прикрепляется к рецепторам с помощью елка, локали- 
зованного в кончике хвоста; по-видимому, колицин и белок кончика хвоста 
фата представляют собой очень близкие соединения. Однако при прове- 
дении серологических исследований не было обнаружено каких-либо 
перекрестных реакций между колицином и фагом, имеющими общий рецеп- 
торный участок. Кроме того, колициногенность не обеспечивает клетке 
иммунитета к инфекции фагом, прикрепляющимся к тому же участку. 
Если бактерии обработать белковыми оболочками (тенями) фаговых 
частиц Т2 фата, то все белковые синтезы в клетке (а возможно, что и син- 
тезы РНК и ДНК) останавливаются. Тот же эффект вызывают колицины. 
Однако бактериальные клетки могут восстанавливать свои свойства, 
утраченные в результате обработки фаговыми тенями или колицином 
(если последние удалены ферментативным перевариванием). Иногда виру- 
лентный фаг способен убивать бактериальную клетку, не репродуцируясь; 
в таких случаях компонентом, ответственным за летальный исход, ока- 
зывается белок кончика хвоста. В случае фага Тб летальный белок имеет 
ту же кривую инактивации рентгеновыми лучами, ту же специфичность 
и тот же рецепторный участок, что и колицин К. 

Поскольку летальный белок фага Тб весьма напоминает по своим 
свойствам колицин К, то очевидно, что Тб и со] К. гомологичны, по крайней 
мере, в отношении одного гена. Можно думать, что сой К. представляет 
собой вирулентный фаг, утративший ту часть генома, которая необходима 
для лизиса клетки и для образования частиц, инфекционность которых 
не зависит от конъюгации, но еще сохранивший часть фагового генома, 
достаточную для того, чтобы сделать клетку колициногенной. Эксперимен- 
ты с использованием метки показывают, что три изученных с0/-фактора 
содержат ДНК в количестве 4ж10'—7х40* нуклеотидных пар, т. е. 
примерно 1/1, от количества нуклеотидов, содержащихся в Е-факторе 
или фаге. 

Во время конъюгации клетки Е. сой Е+ передают фактор с0/ Е4 с вы- 
сокой частотой, что свидетельствует об автономном существовании с0/ Е1. 
Автономные со{-факторы попадают в Е+-клетку примерно через 21/, мин. 
после начала конъюгации. Так как штамм Н}р’ Е. сой, несущий сой У, 
со1 [ или с01 Е2, не передает их сцепленно, следовательно, эти с0/-факторы, 
по-видимому, несоединены друг с другом. У сальмонелл фактор с0й 1 
передается при конъюгации в отсутствие Е-фактора. Клетки, несущие толь- 
ко с0[ Е1, неспособны передавать ого при конъюгации; однако клетки, 
инфицированные также соЙ, передают оба со/-фактора. Следовательно, 
соИ способствует передаче сойЕ4. Если сальмонелла несет только фактор 
<оП, то в ряде случаев наблюдается передача хромосомы при конъюгации. 
При инфицировании таких клеток фактором с081 перенос хромосомы 
возрастает в 100 раз. Следовательно, у сальмонелл фактор соЙ способствует 
передаче фактора сойЕА, а со{Е1 обеспечивает передачу хромосомы. Это 
свидетельствует о том, что соЙ служит половым фактором. Акридиновые 
красители подавляют передачу со1-факторов, хотя и не излечивают от коли- 
циногенности. 

При скрещивании Е+с0{- с Е-соЙ фактор Е передается в Е`соИ-клетку, 
тогда как фактор соЙ передается с высокой эффективностью клеткам Е* 
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соГ. Если же скрещивают Е+ соЙ с ЕсоГ`, то фактор соЙ передается 
с низкой частотой, так как фактор Р препятствует переносу со от того же 
родительского штамма. 

Приведенные данные показывают, что у умеренных и вирулентных 
фагов (Е. Зеатап, Е. Гагии, [. Магшиг, 1964), Е-факторов, факторов ВТЕ 
и со] есть немало общих черт. Однако сейчас еще преждевременно делать 
более определенные выводы, касающиеся точной природы эволюционной 


мос: Л 
взаимосвязи (если таковая вообще существует) между различными типами 
эписомных элементов. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Между внехромосомным фактором Е и хромосомой наблюдается двусто- 
роннии оомен генетическим материалом. Хромосомные маркеры, которые 
несет свободный фактор Е, сохраняют способность к репликации и фено- 
типическому выражению. 


С В. другие Е-мерогеноты, факторы ВТЕи некоторые с0/-факторы ведут 
себя подобно эписомам, 

Факторы колициногенности по ряду свойств напоминают фактор Е 
и умеренный фаг, находящийся в стадии провируса. Их продукты, коли- 
цины, близки летальному белку кончика хвоста вирулентных фагов. 
Возможно, что Е-фактор, умеренный и вирулентный фаги и с01-структу- 
ры эволюционно взаимосвязаны. 

Некоторые эписомы бактерий способствуют своему переносу и (или) 
переносу другого генетического материала при конъюгации. У сальмонелл 
со! 1 способствует передаче со{ Е4, который, в свою очередь, способствует 
передаче хромосомы. ВТЕ способствует передаче сцепленных маркеров 
лекарственной устойчивости и может подавлять определенные промотор- 
ные функции Е-фактора. Е-фактор и его производные, а также со1 Ти ВТЕ 
вызывают начало конъюгации и поэтому относятся к половым факторам. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


27.1. Происходит ли при скрещиваниях перенос Е-частиц одного 
тенотипа или разных генотипов? Объясните. 

27.2. Обсудите взаимосвязь между переносом свободных Е-частиц 
и сегмента мужской хромосомы. < . 

27.3. Обсудите сущность бактериальной «хромосомы» и ее линейного 
устройства. 

27.4. Какая цепь событий может, по Вашему мнению, привести к обра- 
зованию штамма Р42-1 из Р42? 

27.5. Из какого именно штамма Н]г Е. сой можно получить Е — Рго 
(пролин) мерогеноту? Каким образом? 

27.6. Каково, по Вашему мнению, происхождение эписомы? 

27.7. Способны ли обычно внедрившиеся эписомы или их производные 
вызвать разрыв хромосом? Объясните. | т 

27.3. Найдено, что фаг Р2 — умеренный фаг, который обычно включа- 
ется в определенный хромосомный локус (положение Г),— утрачивает 
способность предпочтительно включаться в положение [ при высвобожде- 
нии из штамма, несущего его в положении П. Как можно объяснить эти 
данные? 

27.9. Обсудите утверждение: «Способностью переходить из интегриро- 
ванного в свободное состояние, (и из свободного в интегрированное) обла- 
дает каждый ген бактериальной клетки». 

27.10. Некий трансдуцирующий фаг способен нести два тесно сцеплен- 
ных профага, полученных] из вдвойне лизогенного штамма. Какие выво- 
ды Вы можете сделать в отношении содержания нуклеотидов в зрелом 
фаге и в профаге? 
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27.11. Ген Гас может быть либо хромосомным (если он интегрирован 


в хромосому), либо внехромосомным (если он прикреплен к свободному Е). 
Следует ли считать такой ген эписомой? Почему? 

27.12. Как определить местоположение профага 484, индуцируемого 
ультрафиолетовыми лучами, на карте сцепления Ё. со? 

21.13. Как определить местоположение неиндуцируемого (ультрафио- 
летовыми лучами или образованием зиготы) фага? 

21.14. Дегидрогеназа молочной кислоты содержит однонитчатый комно- 
нент примерно из 33 дезоксириботидов. Следует ли рассматривать эту 
часть фермента как генетический материал? Объясните. 

21.15. Сообщалось, что при конъюгации Е-фактор повышает способ- 
ность к передаче в Е -клетку таких веществ, как лактоза, А-репрессор 
и веществ, возникающих под действием ультрафиолетовых лучей и инду- 
цирующих А-профаг. Действует ли в этих случаях Е как промотор? Объ- 
ясните. 
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Глава 28 


РНК КАК ГЕНЕТИЧЕСКИЙ МАТЕРИАЛ 


В предыдущих главах подробно говорилось только о фагах, содержащих 
ДНК. В этой главе мы рассматриваем другую группу вирусов, которые 
не содержат ДНК и целиком или главным образом состоят из рибонуклео- 
протеина. К этой группе относятся многие мелкие вирусы, заражающие 
животных (например, вызывающие полиомиелит, грипи и энцефалит), 
многие вирусы, заражающие растения (такие, как вирус табачной мозаики 
и желтой мозаики турнепса) и мелкие бактериофаги, содержащие РНК 
({2, М52, В1Т и другие) (Т. Г.оеЪ а. М. 7дпдег, 4964; 7. Рау1з а. В. Этз- 
Бейпег, 1963; 5. Мита и др., 1963). Все эти фаги очень сходны, но не 
идентичны. Они имеют одинаковые размеры, форму и молекулярный 
вес; обладая одинаковыми белками оболочки, дают перекрестные серо- 
логические реакции; все они инфицируют только мужские клетки (Н]т 
или Е+) Е. сой. 

Обычным хозяином вируса гриппа является клетка млекопитающих. 
Этот вирус состоит из спиральной рибонуклеопротеидной сердцевины, 
окруженной липопротеидной оболочкой. Было показано, что липиды 
оболочки вируса гриппа образуются главным образом из предсуществующих 
липидов клетки хозяина, причем состав липидов изменяется в зависимости 
от того, какая линия клеток служит хозяином. Наружная оболочка вируса 
образуется, очевидно, из клеточной оболочки и окружает вирус, когда 
он покидает клетку. После внедрения вируса нормальный рост клеток про- 
должается несколько часов. Следовательно, ббльшая часть синтезирую- 
щихся РНК, белка и ДНК представляет собой нормальные продукты 
жизнедеятельности клетки, образование которых не связано с ростом виру- 
са. Если подавить синтез клеточной РНК с помощью яда — актиномицина 
Д, то можно обнаружить специфический синтез вирусной РНК. Кроме 
того, на примере сходного вируса болезни Ньюкасла, который растет 
в цитоплазме, можно показать, что новая (вирусная) РНК появляется 
в цитоплазме, а не в ядре, как это имеет место в нормальной клетке. Поэто- 
му весьма вероятно, что внутри клетки вирус управляет образованием 
ЬНК и белка, входящих в состав вируса, а также и других вирусных 
антигенов — таких, как гемагглютинирующие факторы. 

Удалось выделить несколько гаплоидных линий вируса гриппа, кото- 
рые отличались генетически; например, линию З\УЕ (с маркерами ас) 
и МЕГ (с маркерами АС). Когда использовали смесь обеих линий для 
множественного заражения оболочек куриного зародыша, то смешанная 
инфекция давала в потомстве вирусные частицы, образующие чистые клоны 
не только родительских генотипов, но также и стабильных рекомбинант- 
ных типов (Ас или аС). Эти результаты доказывают, что генетическая 
Рекомбинация происходит также и между вирусами, содержащими РИЕ, 
поскольку другие объяснения можно исключить. Этот вывод основан 
на работе Ф. Бернета и других. Генетическая рекомбинация была также 
показана и для вируса полиомиелита. В то время как генетическая реком- 
бинация у вируса гриппа может происходить в результате включения двух 
или более единиц вирусной РНК водну вирусную частицу, рекомбинан- 
тная РНК полиовируса, по-видимому, представлена одной молекулой 
(С. Н. Низь, 4962). Следовательно, несмотря на то Что детали процесса 
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бинации между вирусами, содержащими РНК, неизвестны, можно 
рекомбинац низма рекомбинации. 
предполагать, что не существует единого меха р В 

Пока еще не было получено данных о и генетической 
рекомбинации у вирусов растений. Заражение вирусом табачной мозаики, 
(ВТМ) в экспериментальных условиях получают при растирании препарата 
вируса на поверхности листа. Даже при использовании пы концентра- 
ции вируса только небольшая часть вирусных частиц (1:105) находит чув- 
ствительные клетки и проникает в них, приводя к заметным повреждениям. 
По этой причине в клетке табака трудно получить множественную инфек- 
цию, и отрицательные результаты при исследовании генетической реком- 
бинации получаются, вероятно, из-за отсутствия смешанных заражений. 

Частица ВТМ представляет собой цилиндр высотой 3000 А, с радиусом 
около 80 А (рис. 28—14, верхний). Ее молекулярный вес около 40х 10°, 
причем 38 х10° приходится на белок, а 2х10'— на РНК. Размеры ВТМ 
определяются спиральной аггрегацией около 2200 идентичных белковых 
субъединиц, каждая из которых имеет молекулярный вес около 18000 
и содержит 158 аминохислот в одной полипептидной цепи (рис. 28—2). 
На поперечном срезе частицы ВТМ видна полая сердцевина с радиусом 
примерно 20 А (рис. 28—1, справа); следовательно, белковая субъединица 
добавляет к радиусу еще около 60 А. РНК в вирусной частице представле- 
на (рис. 28—1, нижний) одним характерным неразветвленным тяжем, содер- 
жащим около 6400 нуклеотидов. Этот тяж образует спираль радиусом 40 А, 
протянутую через белковые субъединицы. Изнутри РНК обычно покрыта 
слоем белковых субъединиц толщиной примернов 20 А, а толщина белко- 
вого слоя снаружи 40 А. Поскольку белковые субъединицы организова- 
ны в неплотно закрученную спираль (49 субъединиц в 3 витках), то такую 
же спираль образует и РНК. 

Если суспензию ВТМ в воде обработать фенолом, то белок вируса эк- 
страгируется в фенол, а в воде остается интактная целая молекула РНК. 
Если листья табака обработать РНК, с которой снят таким способом белок, 
то частота заражения уменьшается в 500 раз по сравнению с частотой 
при заражении эквивалентным числом целых вирусных частиц; при 
этом получается типичное потомство ВТМ (законченные частицы с белковы- 
ми оболочками, характерными для ВТМ). Повторные обработки фенолом 
более не снижают инфекционности РНК, и в препаратах нельзя обнару- 





РИС. 28-1. 


Электронные микрофотографии 
вируса табачной мозаики (ВТМ). 
Верхняя левая — общая конфигурация 
вируса, верхняя правая — его полая 
сердцевина. На нижней Фотографии видна 
частица, из ‘которой белок частично удален 
под действием детергента, благодаря чему 
обнажилась более тонкая нить РНК (Р. 
Дж. Харт) 
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РИС. 28-2. 
Аминокислотная последовательность в белковом строительном блоке вируса табачной 
мозаики (ВТМ). 


В субъединице содержится 158 аминокислотных остатков; кружки указывают места переваривания 
трипсином 


жить белка. С другой стороны, РНКаза полностью разрушает инфекцион- 
ность фракции РНК, не влияя на инфекционность целого вируса. Поэтому 
можно заключить, что чистая вирусная РНК инфекционна и несет всю 
генетическую информацию, необходимую для ее репликации 1. Эти опыты 
также доказывают, что белок ВТМ при репликации генетического мате- 
риала (РНК) и самого белка играет только одну роль — защищает РНК 
и увеличивает инфекционность. Этот вывод был проверен так называемы- 
ми опытами по реконструкции, где в определенных условиях мы можем 
сначала разделить белок и РНК ВТМ, затем их воссоединить и показать 
высокую инфекционность полученного вируса. Если взять два различаю- 
щиеся генетически штамма этого вируса — стандартный (ВТМ) и Нотез 
Ъ отазз (НВ), то можно реконструировать высоко инфекционный 
вирус, содержащий РНК ВТМ и белковую оболочку вируса НВ. Полу- 
ченное потомство представлено типичным ВТМ, причем и РНК, и белковая 
оболочка вируса характерны для ВТМ. При реципрокной реконструкции 
вирус с НВ-РНК и белком ВТМ дает НВ-потомство с типичным для него 
белком и РНК. Таким образом в частице ВТМ только РНК определяет 
специфику РНЕ и белка потомства вируса *. Мутации ВТМ могут быть 
индуцированы многими агентами, которые известны как мутагены в от- 
ношении ДНК. Эти и другие факты доказывают, что биологическая ак- 
тивность РНК зависит от ее первичной (нуклеотидный состав), а не от 


вторичной (характер спирализации) структуры. 





тРНК з ряда мелких вирусов животных и колифагов /2, М52 ит. п., 
также а: тса Зргшя НагБог Зутрозний оп Опап {айуе В1о1обу, у. 27, 
1962; р. Е пре! Ватаба. М. 211 ег. Уто]ову, 1964, 23, р. 582—587). 

* Описание генетических опытов с ВТМ основано главным образом на работах Г. Френ- 
кель-Конрата и Р. Ц. Вильямса (1955), А. Гирера (1960) и других. ` 
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Известна полная аминокислотная последовательность строительного 
белкового блока ВТМ (рис. 28—2); значительно меньше известно о последо- 
вательности рибонуклеотидов в ВТМ. Можно рассматривать ВТМ как по- 
лимер из 3’-мононуклеотидов, концевым нуклеозидом которого является 
аденозин (В. Эшеег а. Н. Егаепке!-Сопга®, 1961). 

Фосфодиэстераза змеиного яда (см. главу 21) отщепляет 5’-нуклеотиды 

по одному, начиная со свободного 3’-ОН конца РНК ВТМ, называемого 
3’, или нуклеозидным концом, благодаря чему можно обнаружить, что 
терминальная последовательность оснований представлена последова- 
тельностью: УАЦУА (или, возможно, УАУЦА). Седиментационные свой- 
ства РНК ВТМ, из которой ферментативно удалены 1—3 нуклеотида, не 
изменяются, т. е. фермент прежде всего действует с конца молекулы РНК, 
подобно экзонуклеазе. 
Внутренняя целостность молекулы также доказывается тем, что такая 
лишенная терминального конца РНК ВТМ инфекционна и дает потомство 
ВТМ. Когда потомство ВТМ, в свою очередь, обрабатывается той же ди- 
эстеразой, то сначала отщепляется А, затем У и далее Ц. Таким образом, 
когда реплицируется РНК, из которой, по-видимому, было удалено 
несколько терминальных нуклеотидов, то в потомстве восстанавливается 
изначальная нуклеотидная последовательность (В. Бшеег п. Н. Егаеп- 
Ке]-Сопга&, 1963). Возможно, что такая последовательность встречается 
в потомстве случайно; возможно также, что свободный 5’-ОН конец, 
называемый 5’-, или нуклеотидным концом, может в норме спариваться 
основаниями на некотором расстоянии с 3’-концом ВТМ. Если диэстераза 
удаляет терминальный ...ЦУА конец, то укороченный 3’-конец может 
быть восстановлен путем образования последовательности, комплемен- 
тарной УАГ..., с которой, как мы предполагаем, начинается 5’-конец. 
С другой стороны, кажется более вероятным, что инфекционность этих 
деградированных РНК, составляющая 10 % от нормы, связана с оставшимися 
недеградированными молекулами РНК, которые, конечно, инфицируют со- 
вершенно нормально. Очень возможно, что деградация под влиянием ди- 
эстеразы змеиного яда не идет синхронно, так что от одних молекул нукле- 
отиды могут отщепляться раньше, чем от других. 

Результаты, полученные с ВТМ и другими вирусами, содержащими 
РНК, показывают, что в процессе репликации генетического материала 
(РНК) происходит образование комплементарной нити РНК. Была выде- 
лена и очищена зависящая от РНК РНК-полимераза, РНК-синтетаза, или 
РНК-репликаза,— фермент, использующий рибозидтрифосфаты и направ- 
ляемый РНК при образовании комплементарной РНК *. РНК-синтетаза 
использует однонитевую РНК фага фМ52, называемую нитью «плюс», 
как матрицу для синтеза ш у1уо комплементарной «минус»-РНК. Двунит- 
чатый продукт, называемый репликативной формой, используется ш 
УЙто в качестве естественной матрицы для синтеза «плюс»-нитей с помощью 
той же или другой РНК-синтетазы (С. УУе1ззтапи и др., 1964). В этой 
связи следовало бы отметить, что инфекционные формы раневого вируса, 
полученные из сладкого клевера, и реовируса, связанного с дыхательным 
и пищевым трактами животных, включая человека, в качестве генетическо- 
го материала имеют двунитчатую РНК (Р. ботацоз а. 1. Ташта, 1963). 





1 Согласно работам И. Гаруна, К. Нозу, И. Отака и С. Спигельмана (4963 ‚ а также 
К. Во, Л. Симона и С. Огоа (1963) и Д. Балтимора (ва у 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


животных, содержащие РНК, обладают спо- 
инации. Зрелые вирусы, содержащие 
бо двунитчатую РНК. Репликация РНК 

тетазой й Е 
И - р й с образованием цепей, компле. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


98_ . 

28. 1. Какие выводы Вы можете сделать из наблюдения, что через день 
или около того после инфекции одной частицей ВТМ в клетке образуется 
около 50 000 молекул вирусной нуклеиновой кислоты и около 400х108 
белковых субъединиц? 


28-2. Используя для заражения чистую РНК ВТМ, как Вы можете 


а содержит ли эта РНК информацию для образования белка 


28-3. Сравните трансформацию с заражением чистой вирусной РНК. 

28-4. Обсудите точку зрения, согласно которой опухолевый рост может 
возникать в результате вирусной инфекции, активирующей репликацию 
РНК. 

28-5. Какие выводы Вы можете сделать на основании наблюдения (см. 
ссылку на работу Г. Е. Рау1за. В.Г. Ззшзвейпег, 4963), что РНК родитель- 
ского фага М52 обычно не входит в потомство фага? 

28-6. В чем состоят сходство и различие в поведении ДНК-полимеразы 
и РНК-синтетазы? 

28-7. Обсудите возможные преимущества и недостатки двунитчатой 
РНК по сравнению с однонитчатой в качестве генетического материала 
зрелого вируса. 
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Глава 29 


ВНЕЯДЕРНЫЕ ГЕНЫ 


Вирус оспы кролика, содержащий ДНК, и некоторые РНК-вирусы, раз- 
множение которых ограничено цитоплазмой клеток, обладающих четкой 
ядерной мембраной (а поэтому и характерным ядром), являются, очевидно, 
автономными внеядерными генами. Как часто встречаются внеядерные 
тены и какова их связь со специфическими хромосомными генами? 

Различные экспериментальные тесты (химические, рекомбинационные, 
мутационные, фенотипические и репликативные) могут быть применены 
для идентификации внеядерного компонента в качестве генетического 
материала. 

Рекомбинация была первым экспериментальным методом, который 
использовался для исследования внеядерных генов. Чтобы можно было 
обнаружить рекомбинацию, внеядерные гены должны давать распозна- 
ваемый фенотипический эффект. Для обеспечения требуемых фенотипиче- 
ских различий должны иметь место изменения, определяемые либо каче- 
ством, либо количеством (или тем и другим) такого гена. 


ДРОЗОФИЛА 


Как же мы фактически приступим к поискам внеядерного гена у дрозо- 
филы? Начинают с исследования разных неперекрывающихся фенотипи- 
ческих различий, которые встречаются из поколения в поколение в одних 
и тех же условиях среды; ставят серии скрещиваний для того, чтобы 
проверить, связано ли существование различий с присутствием той или 
иной хромосомы (Х, У, И, Ш, ТУ). Если это так, то фенотипические 
различия являются, вероятно, эффектом некоторого генетического факто- 
ра, сцепленного с хромосомой и, следовательно, локализованного в ней. 
(Соответствующие дополнительные скрещивания и цитологические иссле- 
дования покажут истинную природу изменения ядерного гена. Подавляю- 
щая часть тщательно проанализированных генетических свойств локали- 
зована в хромосомах; поэтому поиск внеядерных генов обычно бывает 
безуспешным.) 

Теперь рассмотрим генетические различия у дрозофилы, связанные с 
устойчивостью и чувствительностью в СО. (газу). Хотя взрослых мух 
дикого типа можно выдерживать в чистом СО» до 15 мин. без заметного для 
них вреда, мухи других линий в таких условиях почти всегда гибнут. Ис- 
пользуя маркированные хромосомы, можно показать, что чувствительность 
к СО, не связана ни с одной из хромосом нормального генома. Действи- 
тельно, с помощью определенных скрещиваний можно заменить каждую 
хромосому в чувствительной линии на соответствующую хромосому устой- 
чивойлинии.Но и послетого, как это сделано полученные мухи все еще оста- 
ются чувствительными к СО»! Возможно, чувствительная линия несет 
дополнительную негомологичную ядерную хромосому, которую она 
передает независимо от обычных хромосом. Однако в потомстве гибридов, 
полученных от чувствительных и устойчивых линий, свойство чувствитель- 
ности к СО. не выщепляется, что указывает на то, что если существует 
такая лишняя хромосома, то она не может существовать отдельно (в от- 
дельном чувствительном гибриде) или в виде пары (у мух чистой чувстви- 
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= 
Хотя цитолотические исследования не оонаруживают 
Й Й сомы, это не является решающим аргумен- 
дополнительной ядерной хромо ерного локуса, определяющего чувстви- 
‚ ) 
Е сд рае данным по рекомбинации, существуют 
столь малые «хромосомы», которые не удается обнаружить цитологически. 
(Фенотипическое изменение у кукурузы связано с ам легко 
обнаруживаемых лишних гетерохроматических хромосом « »). 

Хотя чувствительные самки всегда передают потомству чувствитель- 
ность к СО», чувствительные самцы делают это только в особых случаях. 
Возможно, ядерный тен, определяющий чувствительность, каким-то 
образом исключается из ядра, которое становится ядром сперматозоида, 
но остается в ядре, попадающем в яйцеклетку, хотя казалось бы более 
разумным скорее отнести неспособность передавать чувствительность к 
к СО, через сперму за счет небольшого количества цитоплазмы в сперме 
сравнительно с количеством ее в яйцеклетке. Поэтому весьма вероятно, 
что чувствительность к СО, у дрозофилы обязана присутствию частиц, 
называемых сигма-частицами. Другие исследования показывают, что 
сигма-частица содержит ДНК (№. Р!аз, 1963), мутабильна и обладает 
многими свойствами вируса, включая экспериментально наблюдаемую 
инфекционность *. Так как сигма-частицу не удается увидеть, то ее лока- 
лизация внутри клетки остается в какой-то степени покрытой тайной. 
Некоторые свойства сигма-частицы и эписомы оказываются сходными. 
В ряде случае пигментные опухоли у дрозофилы могут также зависеть 
от присутствия частиц, сходных с эписомами (Ваг!20221, 1963). 

Рассмотрим другое свойство дрозофилы (глава 8): самки, спаренные 
с нормальными самцами, дают в потомстве почти исключительно самок. 
Это свойство имеет генетическую основу; оно не передается самцам, 
носит инфекционный характер и не сцеплено с обычными хромосомами; 


доказано, что оно непосредственно связано с присутствием в крови самок 
определенного вида спирохет. 


тельной линии). 


КУКУРУЗА 


Ни один из только что приведенных примеров окончательно не доказывает 
одновременного существования внутриядерных и внеядерных генов. 
Однако они служат иллюстрацией возможных результатов поиска таких 
генов в тех случаях, когда они начинаются с исследования генетической 
рекомбинации. Желательно показать прямую связь между внеядерными 
генами и структурами, видимыми в цитоплазме. 

Продолжая поиск внеядерных генов, обратим внимание на цитоплаз- 
матические компоненты, которые кажутся нам сейчас нормальными ком- 
понентами клеток, оставив в стороне вопрос о том, обстояло ли так же дело, 
когда они или их предшественники впервые появились в клетках. 

Многие растительные клетки содержат цитоплазматические тела, 
называемые иластидами. Зеленые пластиды (из-за присутствия хлорофил- 
ла) называют тлоропластами, а белые пластиды-—лейкопластами. Незре- 
лые пластиды мелки и бесцветны. Без солнечного света хлоропласты теря- 
ют пигмент и становятся лейкопластами; этот процесс обратим, если 
пластиды опять подвергнутся действию солнечного света. 

У кукурузы мутантные хромосомные гены могут влиять на цепь реак- 
ций, ведущих к образованию хлорофилла. Один такой ядерный ген полно- 
стью препятствует образованию в пластидах хлорофилла, так что обра- 
зуются лейкопласты, которые не могут позеленеть. Проростки с соответ- 
ствующим мутантным генотипом не будут зеленеть; они будут расти только 





Исследованиями сигма-частицы очень много занимались Лэритье, Тесье и сотруд- 
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РИС. 29-1. 


Маркус М. Родс рас- 
сматривает полосатые 
растения кукурузы. На 
заднем плане — обычные 
растения, (1959 г.) 





до тех пор, пока не израсходуют запас пищи в семени, и погибнут, так как 
фотосинтетическое образование сахара не идет без хлорофилла. Поэтому 
ядерные гены, приводящие к проявлению проростков-альбиносов, дей- 
ствуют как летали. 

Некоторые растения кукурузы имеют мозаичные листья с зелеными 
и белыми полосами (рис. 29—14) *. Хотя лейкопласты белых частей не могут 
позеленеть, белые участки выживают, получая питание от зеленых. Осно- 
ван ли этот мозаицизм на ядерных генах, заставляющих разные участки 
листа развиваться по-разному? Если подобная полосатость — эффект 
ядерного гена, влияющего на дифференцировку, то такой ген передавался 
бы через мужскую или женскую гамету вне зависимости от того, какая 
ткань — белая или зеленая — привела к образованию репродуктивных 
органов. 

Иногда кукурузный початок образуется из завязи, которая мозаична, 
так как она происходит частично из зеленой, а частично из белой ткани. 
Если зерна из такого початка посеять рядами соответственно их располо- 
яжению на початке, то выросшие проростки не бывают все зелеными, все 
белыми или все полосатыми; не получается и беспорядочной смеси этих 
типов; вырастают группы зеленых проростков и группы проростков- 
альбиносов (рис. 29—2). Этот результат позволяет предполагать, что 
полосатость действительно имеется в завязи и продолжает существовать 
впочатке.Другие исследования этого наследственного свойства показывают, 
что способность к позеленению или ее отсутствие не зависит от цвета части 
отцовского растения, образующей ту пыльцу, опыление посредством кото- 
рой привело к образованию семени. Более того, соответствующие скрещи- 
вания показывают, что здесь не участвует ни один из генов материнских 


1 Нижеследующее изложение основано прежде всего на работе М. М. Родса. 
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пли отцовских хромосом. Следовательно, Арины н обус товлена 
различным действием ядерного гена в различных тканях. Так как „Пыль. 
цевое зерно не содержит пластид и единственным решающим фактором 
оказывается цвет ткани, из которой образуется завязь, то можно заклю- 
чить, что в этом случае существенной для определения цвета проростков 
является только природа пластид в разных завязях. Все эти факты застав- 
ляют предполагать, что пластиды образуются только из предсуществую- 
щих пластид и что дочерние пластиды имеют те же цветовые качества, 
что и родительские. 5%. 

Эта гипотеза подвергалась дальнейшей проверке при исследовании 
цитоплазмы клеток, локализованных на границе белой и зеленой ткани. 
Было найдено, что эти клетки содержат зрелые пластиды обоих типов 
(как полностью зеленые, так и совершенно белые), тогда как клетки внутри 
зеленого сектора содержат только зрелые зеленые пластиды, а клетки 
в белом секторе — только лейкопласты. Таким образом, даже когда два 
типа зрелых пластид присутствуют в одной клетке, они не влияют друг 
на друга и развиваются соответственно своим врожденным возможностям, 
Если зигота (или другая клетка), содержащая оба типа пластид, образует 
дочерние клетки, в которые случайно попадают только «белые» или только 
«зеленые» пластиды, то эти дочерние клетки дадут начало участкам белой 
и зеленой ткани. На основании представленных результатов (а также 
других, здесь не упомянутых) можно сделать вывод, что пластиды возни- 
кают только из пластид. Следовательно, поскольку пластиды самостоятель- 
но размножаются, мутабильны и способны к воспроизведению своего мутант- 
ного состояния, то они, по-видимому, содержат по крайней мере один 
цитоплазматический ген. В хлоропластах имеется ДНК (В. Засег а. М. 
1354а, 1963; М. Едетап и др., 1964), однако еще не доказано, что 
она и является основой обсуждаемых генетических различий. Как уже 
раньше отмечалось, наличие и свойства хлорофилла зависят также от 


ядерных генов. Таким образом, они контролируются и ядерным геноти- 
пом, и генотипом пластид. 





РИС. 29-2. 


Группы нормальных сеянцев и сеянцев-альбиносов из семян, по- 
сеянных рядами, соответственно их положению в початке, который 
образовался на полосатом бело-зеленом растении 
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Нормальная парамеция (слева) и содер- 
жЖащая капиа-частицы (справа) (фото 
Т. боппеоги) 











РИС. 29-6. 
Электронные микрофотографии 


А — митохондрии сердца мыши (х 60 000); 
Б — митохондрии нейроспоры, обработан- 
ные таким образом, что видны кристы © 
прикрепленными к ним элементарными 
частицами сх 67 200); в — контур мито- 
хондриальн06й ДНН из нейроспоры 
(Х 29 300); (фото У. ЗФоескеп!и5) 
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В другом опыте скрешт Ё № ы. 

дало потомство с белыми пех Целиком зодоных растений кукурузы 
растения гомозиготны по рецессивному Ри ле г бис 
торому и их родители были гетерозиготны. Бесцветные пластиды в яйце- 
клетках полосатых растений остаются бесцветными и в последующих поко- 
лениях, даже у гомозигот по нормальному аллелю; таким образом, обес- 
цвечивание пластид не вызвано вмешательством тенов 1 в процесс 
бносинтеза, ведущего к образованию хлорофилла. Единственное простое 
объяснение такого влияния состоит в том, что в присутствии генов #7 &/ вне- 
ядерный ген, локализованный в пластидах и необходимый для образования 
хлорофилла, каким-то образом мутирует и переходит в состояние, в кото- 
ром он более не способен осуществлять эту функцию. Полученные резуль- 
таты убедительно показывают, что мутация внеядерного гена может инду- 
цироваться ядерным геном. Такой же случай, когда ядерный ген контроли- 
рувЕ обравование хлорофилла, приводя к мутации генов пластид, известен 
у кошачьей мяты №ереа. 





ПАРАМЕЦИЯ 1 


Каппа-частицы (и сходные частицы лямбда—«убийцы при спаривании») 
находятся в цитоплазме определенных линий Рагатестит. В отдельной 
клетке легко можно видеть сотни каппа-частиц (рис. 29—3). Они содержат 
ДНК (возможно, также и РНК) и способны к самовоспроизведению. Осо- 
би, содержащие каппа-частицы, называются «убийцами», потому что среда, 
полученная после культивирования этих парамеций, убивает чувствитель- 
ные особи, не содержащие каппа-частиц). 

Известно, что мутантные каппа-частицы образуют специфические яды. 
Каппа-частица переходит из клетки в среду, как только в ней развивается 
сильно преломляющая свет гранула, которая иногда видна под микроско- 
пом как «яркое пятно». Одной каппа-частицы (одного «яркого пятна») 
достаточно, чтобы убить чувствительную особь. Каппа-частица специфи- 
чески связана со своим хозяином, поскольку для ее сохранения и размно- 
жения необходим доминантный ген хозяина(К). Особи-«убийцы», гомозигот- 
ные по рецессивному аллелю К, не могут поддерживать существования 
каппа-частиц; через 8—15 делений каппа-частицы теряются и возникают 

фи чувствительные особи. Каппа-частица, по-видимому, является для пара- 
о из меций чужеродным организмом, так как она инфекционна и необязательно 
в ней содержится. Поскольку лямбда-частица может расти Ш УуЦго, 
10 считается, что и лямбда- и каппа-частицы парамеций. представляют 
собой бактерии-эндосимбионты (\. уап Уадепаовк и др., 1963). 

Хотя цитоплазматический бактериальный эндосимбионт каппа-частица 
может передаваться от одного поколения парамеций к другому, его рас- 
пределение в следующем поколении зависит от способа размножения 
Хозяина. ь й, > 

Кратко опишем два таких способа— бесполый и половой— в связи с рас- 
Смотрением вопроса о передаче каппа-частиц., А 

Типичная парамеция содержит диплоидный микронуклеус и в высокой 
степени полиплоидный (около 1000 №) макронуклеус (мегануклеус). 

огда родительская клетка размножается бесполым путем — делением, 
образуются две дочерних парамеции. Реплицируются и вы 
микронуклеус, так и макронуклеус; когда деление закончено, в обеих 
дочерних клетках оказываются хромосомы, идентичные друг другу и хро- 
мосомам родительской клетки. Хотя цитоплазма не распределяется одина- 
ково между дочерьми, родитель-«убийца» обычно дает двух дочерей- 
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1 Нижеследующее рассмотрение цитоплазматической наследственности у парамеций 
основано главным образом на работах Т. М. Зоннеборна и сотрудников. 
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РИС. 29-4. 


> Схематическое изображение измене. 


ний микронуклеуса в процессе конъю- 
гации парамеций. 
Каждый конъюгант имеет один диплоид- 
ный микронуклеус (А), который после мей- 
|: В оза дает четыре гаплоидных ядра (Б). Три 
У из них распадаются (В), а остающееся ядро 


делится один раз митотически (Г). Одно из 
образовавшихся гаплоидных ядер участву- 
== ет в обмене между конъюгантами (Д), пос- 
ле чего гаплоидные ядра сливаются (Е). 
Таким образом, каждый конъюгант, кото- 
Д У. 


рый потом делится, содержит один дипло- 
идный микронуклеус 


«убийц», так как каждая получает несколько сот каппа-частиц, имевшихся 
в родительской цитоплазме. Последовательные деления дочерей-«убийц» 
приведут к образованию клона парамеций-‹убийц» с идентичными хромо- 
сомами. Точно так же последовательные деления чувствительных параме- 
ций дадут клон чувствительных особей. 

овое поколение может образоваться и половым путем. Все члены 

клона обладают одним и тем же типом спаривания. Если же смешиваются 
клоны с разными типами спаривания, то наблюдается реакция спари- 
вания, в которой участвуют особи с разными типами спаривания, сли- 
пающиеся друг с другом и образующие все увеличивающийся сгусток 
парамеций. После такого слипания члены пары, имеющие разный тип 
спаривания, конъюгируют. В процессе конъюгации (рис. 29—4) микрону- 
клеус каждой спаривающейся клетки делится мейотически с образованием 
четырех гаплоидных ядер, из которых три затем распадаются. Остающееся 
ядро делится митотически, образуя два гаплоидных ядра. Затем одно из 
двух гаплоидных ядер каждого конъюганта мигрирует в другой конъюгант, 
где оно соединяется с неподвижным гаплоидным ядром. Таким образом 
в каждом конъюганте образуется одно диплоидное ядро. Макронуклеус 
в процессе конъюгации распадается. 

После конъюгации две парамеции разделяются и образуют эксконъю- 
гантов следующего поколения. Так как каждый конъюгант передает 
идентичное гаплоидное ядро каждому оплодотворяемому микронуклеусу, 
то оба эксконъюганта обладают идентичными хромосомами, что можно 
доказать, если использовать различные гены-маркеры. (Когда конъюганты 
гомозиготны по разным аллелям, эксконъюганты оказываются идентичны- 
ми гетерозиготами.) Диплоидный микронуклеус в каждом эксконъюганте 
делится один раз митотически; одна половина дает новый макронуклеус, 
тогда как другая остается микронуклеусом. 

„ряде случаев все конъюганты оказываются устойчивыми к действию 
«убийцу; благодаря этому удается проследить, как нередаются каппа-ча- 
стицы при конъюгации «убийцы» с чувствительной особью. 

одержимое цитоплазмы конъюгантов обычно не смешивается, границу 
между ними вероятно может переходить только мигрирующее гаплоидное 
ядро, так что обмена цитоплазмой либо не происходит совсем, либо он 
краине незначителен. Следовательно, содержание каппа-частиц в эксконЪ- 
югантах такое же, как в конъюгантах; одна особь будет «убийцей», а дру- 
гая — чувствительной особью. Однако в особых условиях между конъюган- 
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тами образуется широкий мост, который позволяет цитоплазме обоих спа- 
ривающихся партнеров перетекать и смешиваться (рис. 29— 
смешивания цитоплазмы можно контролировать экс 
смешивание цитоплазмы «убийцы» и чувствительной 
точно интенсивно, то каппа. 
тант и оба эксконъюганта с 
Рассмотрим, 
ядерные гены. Е 


5). Степень 
периментально. Если 
особи протекает доста- 
-частицы попадают в чувствительный конъю- 
тановятся «убийцами». 

как распределяются при конъюгации специфические 
сли микронуклеус каждого конъюганта гетерозиготный, 
А@, то лишь случай определяет, какое из четырех гаплоидных ядер, обра- 
зовавшихся при мейозе, сохранится: А, А, а или а. Поэтому, независимо 
от того, смешивается ли цитоплазма конъюгантов, оба эксконъюганта 
будут иметь генотип АА в 25% случаев, Аав 50% случаев и аа в 25% 

случаев. Подчеркнем еще раз, что оба эксконъюганта идентичны по генам 

микронуклеуса и’ оба образуют клоны, идентичные фенотипически 

в отношении свойств, определяемых генами микронуклеуса. Однако, 

когда имеют дело с характеристикой, определяемой цитоплазматической 

частицей, такой, как каппа, то результат может быть другим. В данном 

конкретном случае скрещивание чувствительного индивидуума с «убийцей» 

дает эксконъюгант, свойства которого зависят от того, произошло ли сме- 

шивание цитоплазмы. 

Особое значение каппа-частицы состоит в том, что на ее примере видно, 
как микроорганизм-симбионт может так хорошо приспособиться к своему 
хозяину, что становится частью генетической системы хозяина и определяет 
некоторые его свойства. Как и каппа-частицы, риккетсия, вызывающая 
геморрагическую лихорадку Скалистых гор, переносится через цитоплазму 
клеток-носителей. Эти риккетсии, равно как и уже рассмотренные сигма- 
частицы и спирохеты, также определяют некоторые свойства своих 
хозяев. Хотя каждый из этих организмов кажется чужеродным по отно- 
шению к своему хозяину, мы не можем с уверенностью сказать, был ли он 
изначально паразитом или симбионтом. р 

Могли ли теперешние чужеродные внутриклеточные организмы быть 
когда-то частью нормального клеточного генома? Этот вопрос особенно 
уместен, когда дело касается вирусов. На основании данных, которые 
приводились В предыдущих главах, становится очевидным, что нельзя 
считать все вирусы чужеродными инфекционными агентами. Современные 
вирулентные фаги ведут себя как чужеродные организмы, когда они лизи- 
руют бактерий-хозяев. Однако литическая способность фагов зависит как 
от их собственного генотипа, так и от генотипа хозяев, и при определенных 
тенотипических условиях лизис происходит очень редко. В отношении 
умеренных фагов особенно трудно определить границу между нормой 
и отклонением от нее; эти вирусы характеризуются не только ослабленной 
способностью к лизису (хотя они способны к трансдукции); те же самые 
тены, которые характерны для их профагов, ПО-ВИДИМОМУ, СВЯЗАНЫ с частью 
нормальной бактериальной хромосомы- Чем больше будет известно о виру- 

сах, и в особенности о фагах, тем, несомненно, более сильному пересмотру 
подвергнется наше представление о том, что является генетически «нор- 


РИС. 29-5. 

Силуэты  конъюгирую- 

щих парамеции 

А— в норме смешивания 

цитоплазмы не происходит; 

Б — широкий мостик обес- 

печивает смешивание цито- У 
плазмы д 
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мальным», а что—«чужеродным» (А. СашрЬеП, 1961). Когда увеличатся 
наши знания о генетике вирусов и их «хозяев», мы лучше сможем объяснить, 
как возникли вирусы. 


ХЛАМИДОМОНАДА 


СМатааотопаз тетйатг@ представляет собой одноклеточное растение 
с двумя жгутиками и единственным хлоропластом. Размножаясь бесполым 
путем с помощью митотического деления, оно может образовывать клоны. 
Среди членов одного клона не наблюдается полового процесса, но если 
смешать особей двух разных клонов, 10 они могут спариваться, сливаться 
и образовывать зиготы. В результате двух делений зигота образует четыре 
клетки, каждая из которых может дать начало отдельным клонам. Когда 
каждый из четырех клонов смешивался с разными порциями пятого клона, 
то два клона из четырех с ним спаривались (их пол обозначается как --), 
а два других — не спаривались (поэтому их пол обозначается как —). 
Более того, если отдельные порции четырех культур, полученных от одних 
и тех же родителей, объединить попарно, то оказывается, что особи лю- 
бой «--» культуры могут спариваться с любой «—» культурой. Однако 
две «--» или две «—» культуры друг с другом не спаривались. Между инди- 
видууами «--» и «—» не было обнаружено никаких морфологических раз- 
личий. 

Среди первых четырех клеток, образующихся из зиготы, две относятся 
к типу «-[», а две другие — к типу «—». Этот результат заставляет предпо- 
лагать, что зигота диплоидна и несет пару генов, определяющих пол 
(которые мы можем назвать тгт/Г), а мейоз осуществляется во время 
последних двух делений. Следствием этого мейоза является равное 1,0 
отношение тЁ:т{` среди образовавшихся гаплоидных клеток. Следо- 
вательно, тип спаривания ведет себя как свойство, определяемое двумя 
различными аллелями одного ядерного гена. 

Хламидомонада дикого типа чувствительна к стрептомицину. После 
инкубации со стрептомицином обнаруживается большое количество «за- 
ранее адаптированных» мутантов, которые дают особей, устойчивых 
к 100 мкг стрептомицина в пробе, хотя они остаются чувствительными 
к 300 мкг стрептомицина в пробе. Поскольку скрещивание с чувствитель- 
ной к стрептомицину линией приводит к выщеплению двух чувствительных 
и двух устойчивых особей (точно так же, как выщепляются аллели, опреде- 
ляющие пол), то это указывает на хромосомную природу мутации. 
Эти хромосомные мутанты относятся к классу 57-100. Стрептомицин 
действует не только как селективный агент, но и как мутаген, образуя 
особи, называемые мутантами 57-500 (устойчивые к 500 мкг стрептоми- 
цина на пробу). Мутанты 57-500 не дают выщепления после мейоза в гап- 
лоидном потомстве Ё, или в потомстве от обратного скрещивания. Более 
того, при скрещивании с $5 особями (стрептомицинчувствительными) 
обычно все потомство получает фактор 57-500, когда 57-500 относится 
к типу | (ти). Когда родительская клетка 57-500 относится к типу 
—(тг), то ни одна из особей потомства не получает фактора 57-500. Эти 
и другие особенности показывают, что свойство 57-500 определяется 
«нехромосомным» геном, т. е. геном, который не подчиняется обычным 
правилам передачи хромосомных генов у особей, размножающихся поло- 
вым путем. Стрептомицин индуцирует, кроме того, большое число ауксо- 
трофных мутантов, обусловленных также нехромосомными генами. 

Как исключение, встречаются зиготы, которые содержат нехромосомные 
тены обоих родителей. С помощью таких зигот и при использовании моно- 
факториальных и реципрокных бифакториальных скрещиваний можно 


показать, что нехромосомные гены рекомбинируют при постмейотических 
делениях. 
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исследования 5 ЧОй= 
ВА. мн о65) заставляют предполагать существова- 
РБ ь генетической 
Некоторые из этих генов могут быт кой системы у хламидомонад. 
есть данные, согласно которым эта 


оснований от ДНК ядра хламидомонад 


МИТОХОНДРИИ 


Митохондрии 3 это органеллы (рис. 29—56), состоящие из непрерывной 
тладкой наружной мембраны и внутренней мембраны, образующей 
двуслоиные внутренние складки, или кристы (0. Раггопз, 4963; 
О. Сгееп, 1964). Наружная мембрана, вероятно, контролирует проницае- 
мость; внутренняя мембрана, ее кристы и элементарные частицы содержат 
большую часть нерастворимых дыхательных ферментов, функция которых 
состоит в обеспечении основного источника энергии для клетки. Удавалось 
наблюдать митохондрии, которые как будто размножались поперечным 
делением; возможно, что ббльшая часть, если не все митохондрии, образует- 
ся путем деления предсуществующих митохондрий (0. Глск, 1963). 
ДНК представляет собой обычный компонент митохондрий (М. Свеугешоп&, 
1963, С. ЗсВафя и др., 1964). Эта ДНК (рис. 29—6) обладает специфической 
| плавучей плотностью и, вероятно, двунитчата (0. Гаска. Е. Весв, 1964)1. 
Некоторые линии дрожжей образуют на агаре очень мелкие колонии. 
Когда такие организмы скрещиваются с особями нормального размера, 
то после выщепления в продуктах мейоза наблюдается соотношение 2 
(нормальные особи) : 2 (мелкие). Такие «мелкие» линии, вызванные присут- 
ствием мутантных ядерных генов, называются сегрегационными мутантами 
и реез. Если нормальные дрожжевые клетки обработать акридино- 
| вым красителем (эуфлавином), то возникают многочисленные колонии 
д реез (В. ЕрЬгизз1, 1953). Когда эти линии, называемые вегетативными 
и мутантами ре! ез, скрещиваются с нормальными дрожжами, то фенотип 
| рейцез, как правило, не выщепляется. Легкость, с которой при помощи 
акридиновых красителей образуются вегетативные формы рей1ез, наряду 
с их неспособностью к выщеплению, достаточно хорошо доказывает, что 
они представляют собой внехромосомные мутанты. Характерный медлен- 
ный рост особей рей; приписывается ОтОуЕоВни дыхательных ферме, 
которые, как известно, локализованы в митохондриях. Хотя у особей ре- 
1ез не обнаружено никаких изменений в морфологии митохондрий, совер- 
шенно ясно, что присутствие определенных митохондриальных ферментов 
конт к хромосомными, так и внехромосомными генами. 
ри риеноя, ка ы локализованы 
днако пока еще не доказано, что эти внехромосомные тен 


вт й ДНК. " 
о растущая линия, року, при а о дикой 
линией не дает выщепления; этот признак не я с Зо и. к. С ом 
(М. а. Н. МисвеЦ, 1952). Очевидно», Е. року о кв реву | 
мутации внехромосомного гена. `У особей року изменены и т о фер- 
менты, в норме присутствующие в т мор ры 
хондрий. Слияние гифов дикого типа и гифов ли м А 
зованию гетероцитосомы — смеси двух типов цит к аи тив 
тифы сначала похожи на гифы дикого типа, но позд м 

тот процесс не влияет. Является ли это 


Ро^у, причем генотип ядра на 9 ы 
озультатом преимущественной селекции, по-видимому, вредного внехро 
А \ 


аки в случае мутантов рей{е$, 
мосомног >? Мы этого не знаем. К 

много гена? Мы это а ы 
локализация внехромосомных генов, определяющих фенотип року, неиз 














Вестна. 
’читчатая ДНК митохочдрий замкнута в 
Сей ‚отачовлено, что двУН о 937 20. 445 
| Кольцо а, г. рая Г. В.— СВголозога, 1937, 20, 445). — Прим. 


перев. 
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ны ЦЕНТРОСОМЫ, КИНЕТОСОМЫ 
ь И КИНЕТОПЛАСТЫ 


Центросома — органелла, часто 
встречающаяся у каждого из 
полюсов веретена, особенно в 
животных клетках. Иногда внут- 
ри нее видна гранулярная струк- 
тура — центриоль; подобные 
гранулы можно иногда видеть 
внутри центромеры (рис. 29—7). 
Гранулы внутри центромеры и 
центросомы окрашиваются оди- 
наково (обе, по-видимому, содер- 
жат ДНК), так же как и веще- 
ство, окружающее эти гранулы. 
В живой клетке центромера и 
центросома имеют одинаковый 
вид. По-видимому, гранулы 
внутри центромеры представля- 
РИС. 29-7. ют собой утолщения нитей ДНК, 


Центромера и ее гранулы у кукурузы которые проходят из одного пле- 

А. 1 ша 4е Кага. 7. Негеану, 1958, Ча хромосомы в другое. 

19, 299) Иногда центромеры притя- 
гиваются друг к другу и к 
центросомам, а в анафазе цент- 

ромеры мигрируют к центросомам. Центросома также может двигаться, 

что можно видеть перед анафазой и после проникновения спермия в яйце- 
клетку. Таким образом, мы видим, что морфологическому сходству цент- 
ромеры и центросомы соответствует их одинаковое поведение. 

Эти факты наводят на мысль об определенном сходстве * между центро- 
сомой и центромерой. Такая точка зрения подтверждается данными 
(А. а. Р. РоШ ег, 1943) о том, что в процессе мейотических делений при 
образовании спермиев у некоторых моллюсков определенные хромосомы 
дегенерируют и освобождаются «голые» центромеры. Эти новые свободные 
центромеры группируются вместе с центросомой, после чего точно воспро- 
изводят внешний вид и поведение центросомы. Следовательно, свободные 
центромеры в действительности становятся экстра-центросомами. При- 
веденные данные заставляют предполагать, что центромера и центросома 
могут представлять собой два состояния существующей в настоящее время 
или когда-то существовавшей эписомы. Вероятно, переход из одного состоя- 
ния эписомы в другое осуществляется под влиянием ядерной мембраны 
и других генетических факторов, существующих в высокоорганизованной 
клетке, а также в результате мутаций эписомы, находящейся в интегри- 
рованном или автономном состоянии. 

основания каждой реснички или жгутика имеется гранулярное 
тельце, кинетосома, которая ответственна за движение органеллы. Были 
получены многочисленные доказательства в пользу того, что кинетосомы 
содержат ДНК и гомологичны центриолям (или центросомам). Возможно, 
ято кинетосомы также являются эписомами или производными эписом. 
Было высказано предположение, что Е-эписома функционирует какцентро- 
мера. Может быть, движения фактора Е, центромеры и центросомы имеют 
ту же основу, что движения жгутиков и ресничек, осуществляемые 
кинетосомами? 








2? Впервые это положение высказали К. Д. Дарлингтон, Ф. Шрадер и др. 
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ТРЕЙСИ М. СОННЕБОРН 
(1966 г.) 





У трипаносомы ДНК и гистоноподобный белок находятся в кинетопла- 
сте, большой цитоплазматической органелле, которая, как и митохондрии, 
участвует в движении клетки. В ядре и кинетопласте репликация ДНК 
происходит синхронно. Кинетопласт можно необратимо повредить обработ- 
кой акридиновыми красителями. Поскольку кинетопласт содержит, по- 
видимому, заметные количества ДНК, то дополнительная информация 
0 его молекулярной структуре была бы крайне ценной. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Ядерные клетки могут содержать обширную систему внеядерных генов. 
некоторых случаях внеядерные гены, по-видимому, могут быть представ- 
лены чужеродными организмами (вирусы, каппа- и, возможно, сигма- 
частицы); в других случаях они, вероятно, связаны с нормальными ком- 
понентами клетки (пластиды, митохондрии, центросомы, кинетосомы 
и кинетопласты). Свойства центросом, кинетосом и центромер позволяют 
предполагать, что они родственны эписомам или когда-то произошли 
от них. ДНК пластид и митохондрий сейчас уже прямо связывается с ак- 
тивностью специфических генов. Е 
Известно, что ядерные и внеядерные гены могут взаимодействовать 
двумя путями: ядерные гены могут приводить к мутациям внеядерных, 
и те и другие могут взаимодействовать при создании индивидуального. 
фенотипа. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕВИЯ 


29—41. Что нового можно узнать о взаимодействиях ядра и цитоплазмы 
в результате изучения фактора Е и умеренных фагов? 
9—2. Какие данные Вы можете представить в пользу того, что чувстви- 


тельность к СО, обусловлена вирусом, а не нормальным хромосомным 
еном? 
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29—3. Какие тесты (рекомбинационные, мутационные, функциональные. 
химические) были применены для доказательства существования внеядер. 
ных генов? Предполагается ли при этом, что эти гены способны к само- 
‘стоятельному воспроизведению? Почему? 

29—4. Обсудите закономерности генетического контроля образования 
хлорофилла у кукурузы. 

29—5. Имеет ли какое-нибудь отношение изучение взаимодействий ядра 
п цитоплазмы у парамеции к процессам дифференцировки у многоклеточ. 
ных организмов? Объясните. 

29—6. Каковы особые преимущества парамеции как объекта для экспе- 
риментального генетического исследования? 

29—7. Некоторые парамеции относятся к «тонким» (6611), что опреде- 
ляется полностью рецессивным ядерным геном, Ш. Какой фенотип 
можно ожидать для клонов, полученных от эксконъюгантов в результате 
однократного спаривания -- -- и -- #? Как могло бы повлиять на фенотип 
смешивание цитоплазмы? Почему? 

29—8. Исходя из определения хромосомы, данного на стр. 14, можно 
ли сделать заключение, что каппа-частица представляет собой хромосому 
или содержит хромосому? Дайте обоснованный ответ. 

29—9. Учитывая трудности доказательства существования внеядерных 
тенов, чтб нужно считать первичным генетическим материалом клеточных 
‘организмов? Ядерный или внеядерный генетический материал? Объясните. 

29—10. Обсудите заявление (стр. 269) о том, что ДНК, «по-видимому, 
'не содержится в цитоплазме». 

29—11. Являются ли решающими представленные доказательства 
'в пользу того, что пол у хламидомонады определяется главным образом 

одной парой генов? Подтвердите свой ответ. 

29—12. Приведите какие-либо доказательства, полученные после напи- 
‘сания этой главы (ноябрь, 1964), в пользу того, что ДНК хлоропластов 
или митохондрий влияет на фенотин. 
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Глава 80 


ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ МУТИРОВАНИЯ 


В главах 11, 12 и 14 были рассмотрены различные единицы мутирования — 
от самых больших изменений, затрагивающих весь геном, до самых малых 
изменений отдельных генов. Различные внешние агенты могут вызывать 
появление мутаций всех типов (главы 13 и 46), но хотелось бы знать, в ка- 
кой степени мутабильность регулируется самим генотипом. 

Процесс митоза настолько точен, что обычно генотип препятствует 
возникновению в ряде клеточных поколений изменений всего генома или 
целой хромосомы. Ориентация веретена, скорость митоза и другие его 
свойства контролируются генами. 

У Азсат1$ тенотип, по-видимому, предохраняет полицентрическую 
хромосому от мутационного изменения, подавляя функционирование 
всех центромеров, за исключением одного. 

ри мейозе перекрест происходит в точно соответствующих друг другу 
Участках двух не сестринских нитей, так что не возникает кроссоверов, 
содержащих нехватки или дупликации. Это положение подтверждается, 
например, данными Г. Маньи (1963). Таким способом сохраняется внутрл- 
хромосомная эуплоидия, даже если происходят рекомбинации между гомо- 
логичными хромосомами. При мейозе конъютгация и образования хиазм 
помогают распределить гомологичные хромосомы так, чтобы предотвратить 
утрату или добавление целых хромосом, т.е. развитие анэусомии. Наличие 
коллохор у дрозофилы (стр. 199, 200) и генов, вызывающих асинансис, кото- 
рые обнаружены укукурузы (стр. 204), у многих других видов растений иу 
дрозофилы, показывает, что синапсис находится под генетическим кон- 
тролем. И для дрозофилы, и для кукурузы известны гены, приводящие к по- 
явлению веретен, которые во время мейоза отклоняются от полюсов. 
В общем случае синтез новых генов обычно регулируется таким образом, 
чтобы предотвратить замещение «правильного» генетического материала 
«неправильным» генетическим материалом, в случае, если оба типа генети- 
ческого материала окажутся одновременно в одной и той же клетке. 

Мне могут возразить, указав, что приведенные примеры свидетельству- 
ют лишь о том, что снижение мутабильности — это естественное следствие 
нормальной работы клетки. Современные генотипы действительно могут 
играть здесь пассивную роль; однако митоз и мейоз не относятся к искон- 
ным свойствам генов или клеток. Поэтому в процессе эволюции отбор 
тенов по этим свойствам должен был быть активным процессом, направлен- 
ным на снижение мутабильности: должны были иметь преимущество гены, 
которые могли поддерживать стабильность генома и одновременно допу- 
скать репликацию и генетическую рекомбинацию при половом процессе. 

Тот генетический контроль, о котором до сих пор шла речь, приводит 
к снижению мутабильности. Следует, однако, четко представлять себе, 
что генотип допускает также возникновение контролируемых или регу- 
лируемых тенетических изменении. Это изменения следующих типов. 

4. Изменения плоидности в половом цикле — от диплоидного состояния 
к гаплоидному и обратно — находятся под генетическим контролем. 

2. Мутационные изменения возрастают с увеличением митотической 
активности (стр. 207). Частота митозов контролируется генами (многие 
раковые клетки — это мутанты с увеличенной частотой митозов); поэтому 
через эту частоту генотии контролирует мутабильность. 
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р 7% т 
№ Мы уже упоминали (глава 11) о некоторых модификациях мейоза, 

рые несомненно контролируются генетически и п иводятк изме 
плоидности в следующем по о м 

4. Генетически к м 

а а. не изменение происходит даже в сома- 
оказываются полиплонание ного организма в тех клетках, где хромосомы 
(как в слюнных жжелевы и (как в печени человека) или полинемными 

5. Уже отмечал жи. 
тканях Азсала (ето р ге изменения, происходящие в соматических 
хромосом из одной круг риводят к образованию нескольких небольших 

оная рупной хромосомы. 

а р м частота нерасхождений, приводящих к анэусомии, 
р а и распределения гетерохроматина, а также от типов 
В я мных перестроек, имеющихся в хромосомах. Следовательно, 
генотип, поскольку он регулирует свой гетерохроматин и перестройки, 
регулирует также и возникновение нерасхождений. 

7. Подобным же образом расположение продуктов мейоза в овогенезе 
дрозофилы (глава 12) приводит к элиминированию дицентриков, возникаю- 
щих при перекресте у гетерозигот по парацентрической инверсии. 

8. Наконец, расположение хромосомного материала и метаболическая 
активность клетки (влияющая, например, на содержание в ней воды 
и кислорода) представляют собой другие способы регулирования генотипом 
своей собственной мутабильности. 

Вышесказанное касалось в основном предотвращения или регулиро- 
вания возникновения межгенных изменений. Регулирует ли генотип воз- 
никновение точечных мутаций? Сравним частоты спонтанного возникно- 
вения точечных мутаций у двух линий одного и того же вида дрозофилы, 
одна из которых обитает в тропиках, а другая — в умеренном климате. 
Если бы в природе генотип был во власти температуры, то у тропической 
формы частота спонтанных точечных мутаций должна была быть выше, 
чем у формы, обитающей в умеренном климате. Однако, если обе линии 
выращивать в лаборатории при одинаковой температуре, то у тропической 
формы скорость мутирования оказывается ниже, чем у формы из умеренно- 
го климата. Отсюда следует, что у тропической формы зависимость возник- 
новения мутаций от температуры подавлена генетически (или у формы 
умеренного климата она генетически усилена). Соответственно, в природе 

различие в скорости мутирования у этих двух форм, вероятно, меньше, 
чем этого следовало ожидать, исходя из разницы в температуре. Линии 
Ртозорр а тёаповазет, отловленные в разных географических районах, 
обладают разными частотами возникновения спонтанных точечных мута- 
ций. Некоторые из этих различий могут быть обусловлены различиями 
в мутабильности их изоаллелей (стр. 67). Часть их может быть также 
выражением контроля генотипа над общей мутабильностью, так как у не- 
которых линий есть гены-мутаторы, увеличивающие частоту возникнове- 
ния всех точечных мутаций весьма заметно (иногда в 10 раз). Конечно, 
другие аллели генов-мутаторов можно считать супрессорами, подавляющи- 
ми возникновение всех точечных мутаций. У некоторых ортаниамо» 
(например, у бактерий) встречаются мутации, снижающие мутабильность 
особи при действии определенного мутагена. Наиболее продвинувшиеся 
в эволюции организмы содержат и больше тенетического материала на клет- 
менее продвинувшиеся; поэтому возможно, что наи- 
бладают отобранными генотипами, в которых 
нтанных мутаций понижена, что позволяет 


ку, чем организмы, 
более развитые формы о 
частота возникновения спо 
избежать избыточного мутирования. 
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АКТИВАТОР И ДИССОЦИАЦИЯ У КУКУРУЗЫ 1 


У одних растений кукурузы триплоидный эндосперм зерен (стр. 33) 
не окрашен, у других — окрашен, а у третьих — на неокрашенном фонь 
есть окрашенные пятна. На первый взгляд могло показаться, что мы имеем 
дело с высокой частотой мутирования гена из «неокрашенного» аллеля 
в «окрашенный». Оказалось, однако, что неокрашенный фенотип получает- 
ся потому, что на одной хромосоме рядом расположены два тена. Если Эти 
два локуса разделяются (диссоциируют) в результате разрыва хромосомы 
с последующим перемещением одного из локусов, то мутантная клетка 
и ее дочерние клетки, у которых остался только один локус, будут «окра- 
шены». Перемещенный локус, названный диссоциатором (2155осанор. 
25), вызывает разрыв в соседних с ним Участках хромосомы и расположен 
вероятно, в гетерохроматиновом районе. Если 0$ не диссоциирует от со- 
седнего локуса, то зерно остается неокрашенным. Если он диссоциирует 
во время формирования зерна, то на белом фоне зерна возникают окрашен- 
ные секторы или точки. Если же Оз переместился до того, как начало обра- 
зовываться зерно, то и зерно, и выросшее из него растение целиком «окра- 
шены». У некоторых растений окрашенные пятна велики, что вызвано 
перемещением Д5 в начале развития. У других растений пятна небольшие, 
потому что Д5$ перемещается на более поздних стадиях развития и после 
его перемещения проходит сравнительно мало клеточных делений. Мута- 
ция, которая приводит к изменению окраски, заключается в утрате или 
перемещении 05 в результате разрыва хромосомы. Но изменение окраски, 
очевидно, не мутационный, а фенотипический эффект, который позволяет 
обнаружить и доказать наличие мутации. Этот фенотипический эффект 
зависит от относительного расположения генов, это эффект положения. 
Присутствие 25 рядом с геном окраски подавляет окрашивание. Его 
отсутствие позволяет гену окраски вырабатывать пигмент. 

Разрывы, вызываемые Дз, происходят обычно в хромосоме рядом с этим 
геном; однако они необязательно возникают в одном и том же локусе. 
Кроме того, разрывы могут происходить одновременно и в других хромо- 
сомах (как спонтанно, так и вследствие того, что в них есть другие гены 
25). Б5 не обязательно утрачивается после разрыва. Он может также пере- 
мещаться из одного места хромосомы в другое на той же или другой хро- 
мосоме. В результате перемещения Л; на новое место в ряду поколений 
может увеличиться число факторов 5, имеющихся в эндосперме. Если 
в определенной области хромосомы увеличивается число тенов Д$, то в 
этой области все чаще и чаще происходят разрывы. 

Перенесенный в другую хромосому 05$ может вызывать разрывы рядом 
со своим новым местом. Поэтому любое перемещение 05$ влечет за собой 
мутацию. Такие перемещения 05 часто подавляют фенотипическое выра- 
жение тена, расположенного рядом с новым местом гена 05. Оставаясь 
на новом месте, [5 ведет к образованию нового фенотина, симулируя ста- 
бильную точечную мутацию тена, расположенного рядом с Д5. Более того, 
каждый раз, когда происходит Утрата 5 из этого локуса, соседний ген 
возвращается к своему старому фенотипическому выражению. Если эти 
перемещения происходят достаточно часто, то их можно ошибочно принять 
за точечные мутации нестабильного мутабильного аллеля соседнего гена. 
Если же перемещения 05 происходят редко, то можно ошибиться, приняв 
новый фенотип, к появлению которого приводит соседний с 0 тен, за ред- 
кое мутационное изменение этого соседнего гена. Пока неясно, какая 
доля событий, которые мы считаем точечными мутациями некоего гена, пред- 
ставляет собой в действительности эффекты положения, обусловленные 
супрессией или освобождением от супрессии в результате изменения линеи- 
АА, 


1 По работам Б. Мак-Клинток. 
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РИС. 30-1. 
Влияние «активатора» Ас на действие «диссоциатора» 05. 


А — фактор Ас отсутствует. Зерно не окрашено, так как ген Гз присутствует 
постоянно и подавляет действие соседнего гена, образующего пигмент; Б — 
один фактор Ас. Разрывы вблизи Оз происходят на ранних стадиях развития 
зерна, что приводит к появлению больших окрашенных секторов; В — два 
фактора Ас. Момент`действия Г наступает позже, что приводит к образовя- 
нию меньших по размеру секторов (крапинки); Г — три фактора Ас. Дейст- 
вие ЛРз настолько отсрочено, что возникает небольшое число мелких кра- 
пинок (фото В.МеСИл\оск) 


ного расположения генов. Но, конечно, все точечные мутации не могут быть 
следствием эффектов положения: ведь различия между генами, которые 
участвуют в эффекте положения, должны были первоначально возникнуть 
в результате мутирования. 

Способность Оз вызывать разрывы в хромосомах контролируется 
теном-активатором (АсИоа1ог, Ас). Ген. Ас необязательно должен 
находиться в той же хромосоме, что и $; обычно Аси 0$ лежат в разных 
хромосомах. Вероятно, Ас также находится в гетерохроматине. При 
определенных скрещиваниях были получены зерна, в эндосперме которых 
не было ни одного гена Ас, или был один, два или три гена Ас, в дополне- 
ние к гену 0$, находящемуся рядом с теном, образующим пигмент 
(рис. 30-4). В отсутствие Ас пятна не образуются, все зерно белое. Сле- 
Ддовательно, в отсутствие Ас ген Р5з не может вызывать разрыва хромосомы 
(и не может перемещаться каким-либо другим способом). Более того, по ме- 
ре увеличения числа генов Ас от одного до трех размер окрашенных пятен 
соответственно ‘уменьшается. Следовательно, Ас также задерживает время 
действия гена 05. Таким образом, генотип в этом случае регулирует свою 
мутабильность — Ас определяет не только способность В вызывать раз- 
рывы, но и тот момент развития, когда должен произойти разрыв. Ген 
Ас явно действует как ген-регулятор- Существование генов такого типа 
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может быть существенным как для циклических метаболических процесс ов, 
так и для клеточной дифференцировки и эмбрионального развития, 
Факторы, подобные Ас, довольно распространены у кукурузы. Аналогич- 
ными факторами может быть обусловлена неустойчивость фенотипического 
выражения различных локусов и у других цветковых растений, а также 
у папоротников, грибов и бактерий. 


ИСКАЖЕНИЕ РАСЩЕПЛЕНИЯ У ДРОЗОФИЛЫ 


У мух Дгозорв Иа теаповазег, гомозиготных по мутациям стпафаг (сп) 
и 6тошт (6), локализованным во П хромосоме, глаза белые, так как сп /сп 
и 6/5 ш препятствуют образованию как коричневого, так и красного 
пигментов, совокупность которых дает красную окраску глаз у мух дикого 
типа. При скрещивании-- - /с® 6 < Жест 6 [сп 6 Ф обычно получают по- 
томство с таким распределением фенотипов: примерно одна муха с белыми 
глазами на одну муху типа --. Если же немаркированную хромосому П 
взять из некоторых природных популяций, то при таких скрещиваниях 
получают от 93 до 99% (вместо обычных 50%) потомства типа -- (И. Хираи- 
цуми и Дж. Кроу впервые установили этот факт.) Более того, этот необыч- 
ный результат не связан с увеличением гибели яиц. Поэтому остается 
заключить, что число участвующих в оплодотворении мужских гамет 
двух типов (---- и сп 6) должно быть функционально неравным. Этот 
вывод наводит на мысль о том, что еще до образования гамет как-то 
нарушается соотношение 1---- :4 сп 6 при расщеплении. Исследование 
этого искажения расщепления показало, что в хромосоме 1, которая 
по всем другим характеристикам относится к дикому типу, имеется гене- 
тический фактор, исказитель расщепления (5евтезайоп-Пзютег), 50. 
Этот фактор расположен в гетерохроматиновом Участке правого плеча 
хромосомы П, недалеко от ее центромера. Хромосома же, которая содержит 
ст Би, несет и 5+. Фактор 52 вызывает генетическое изменение какого-то 
типа, возможно в локусе 5+ или вблизи него в гомологичной хромосоме, 
и это изменение приводит либо к утрате гомолога, содержащего сп би, 
‚либо к неспособности спермия, несущего такую хромосому, участвовать 
в оплодотворении. В результате в Е, в избытке оказывается хромосома, 
содержащая 5). 

Но если в содержащей 5)+ хромосоме есть также и некоторые инвер- 
<ии, затрагивающие ее правое плечо и отсутствующие в гомологичной 
хромосоме, то у самца 5)/5)+ искажения расщепления не происходит. 
Следовательно, для того чтобы 5) не дал появиться 5)+ в потомстве, 
должно произойти «спаривание» 5) и 50+. Аллели 50+ различаются 
по чувствительности к каждому из 5). Аллели 5), в свою очередь, раз- 
личны по способности воздействовать на данный участок 5)+. 

Каждое исходное сочетание $Д /5)+д ает постоянную величину искаже- 
ния, о чем свидетельствует устойчивость линии 50). В хромосоме ИП, 
‘содержащей 50), все рекомбинанты по концу правого плеча (возможно, 
тетерохроматиновому) оказываются менее устойчивыми. Снижение устой- 
чивости проявляется в колебаниях способности искажать расщепление. 
“Следовательно, устойчивая линия должна иметь на конце правого плеча 
хромосомы П модифицирующий ген, стабилизатор 50, 51 (51). Стаби- 
‘лизация происходитнезависимо от того, в цис- или в транс-положении нахо- 
дится 52 (50) относительно гена 5). 

Маркеры ригре (рг) и сп лежат недалеко и от центромера, и от локуса 

), что позволяет изучать рекомбинанты по участкам вблизи 5). Резуль- 
таты таких исследований показывают, что в правом плече хромосомы 
есть локус, присутствие которого существенно для действия 5). Этот 
локус лежит около 5), но находится дальше от центромера. Это акхтиватоР 
5), Ас(5О). Для того чтобы функционировать, этот локус должен нахо” 
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диться в цис-положении по отношению к 5Р. Частота перекреста в области 
5Р — Ас(СЬ) оказывается пониженной; полагают, что здесь есть какая- 
то небольшая перестройка. Обычно $р — Ас(5О) вызывает генетическое 
изменение в соответствующем ему — предположительно неперестроен- 


ном — сегменте $)+ гомологичной 
г т мо и хромосомы. Однако можно образовать 
0600ъ с одной хромосомой П, со . м 


перестройку, за исключени 
щей 50, Ас (50) исег 


5), а не получаемое обычно и 


отец искажает расщепление или проявляет искажение рас- 
омство), но этого не происходитв Е, гетерозиготных 

2/5)` может искажать расщепление и при скрещи- 
ромосомами. Поразительно 
кого самца, содержащие 5 (получившие отцовскую 
Х-хромосому), не искажают расщепления. Получается, что Х-хромосома 
у искажающего расщепление самца оказывается в таких условиях, что 
получающие ее сыновья уже не могут искажать расщепление. Если иска- 
жающий расщепление самец скрещивается с неродственной самкой 52/5 р+ 
с раздельными Х-хромосомами, то все содержащие 5 сыновья от такого 
скрещивания могут искажать расщепление, так как они получают по одной 
неизмененной материнской Х-хромосоме. (Отметим, что дочери имеют одну 
неизмененную материнскую и одну измененную отцовскую Х-хромосому.) 
Половина несущих 5) сыновей от дочерей получает неизмененную мате- 
ринскую Х-хромосому; они могут искажать расщепление; сыновья доче- 
рей, получающие измененную отцовскую Х-хромосому, искажать расщеп- 
ление не могут. Все несущие 5) сыновья от скрещиваний самцов любого 
из этих двух типов с самками 52+ /5)+ получают неизмененную материн- 
скую Х-хромосому и, следовательно, могут искажать расщепление. 
Самки, дающие сыновей, несущих 5), из которых искажают лишь поло- 
вина, называются условно искажающими. Механизм условного искажения 
неизвестен. г 

Случай с геном 5) напоминает уже рассмотренный пример Ас — ДО; 
(Т.. Бай ег а. Г. Нтайлиит, 1964). Ген 5Д вызывает определенного типа 
генетическое изменение, регулируемое Ас (52). Активность 9Р меняет 
ген 51 (50); на нее влияет также Х-хромосома. 5 представляет собой 
прекрасный пример генетического контроля мутабильности. $ 

Первоначально 5Д был обнаружен в природной популяции, у которой 
не наблюдалось искажения, так как воздействие 52, призодиое к нару- 
шению передачи потомству гомологичной хромосомы, и авы 
некоторой совокупностью факторов. Одним из таких факторов была ро 
мосома, в которой способность искажать расщепление БЫ ие ротАдм 
инбридингом. В этой популяции отбор, естественно, способствовал мова 
нению аллелей 52+, устойчивых к искажению, а также т рирще ная 
сий и других структурных перестроек, затрагивающих : ведь в их 
зиготном состоянии такие перестройки аж и аль = я 
довательно, уменьшают искажение расщепления. Ген ся Е Е. т 
мейотического дрейфа, который способен изменять ыы: 4 
ных популяциях в результате образования фитиочалыя ео ‚ 
торых отношение сегрегантов отличается от соотношен Е 


ЭПИСоМы И ВИРУСЫ КАК МУТАГЕНЫ 


еский эффект подавляется или изме- 

Изве лучаи, когда фенотипич 

ет Е Ре ы тетерохроматин оказывается рядом с эухроматином. 

ааа фоты пнкоинв часто возникают после структурных перестроек 
а з 
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у дрозофилы. Иногда в подавлении фенотипического выражения Участвуют 
специальные генетические элементы, связанные с тетерохроматином, 
например, ген искажения расщепления у дрозофилы или ген диссоциацир 
у кукурузы. Некоторые из этих генетических факторов способны Вызвать 
разрыв хромосомы и менять свое место в геноме. По некоторым своим свой. 
ствам эписомы близки к этим факторам и поэтому следует сопоставить 
механизмы, с помощью которых они подавляют фенотипическое выражение, 
влияют на движение органелл и разрывы хромосом. 

Для многих аллелей самых разных маркеров у ба/[топейа известна 
частота спонтанного мутирования из ауксотрофов в прототрофы. Если 
ауксотрофную бактерию инфицировать трансдуцирующим фагом, вырос- 
шим на той же генетической линии или том же штамме бактерий, но с де- 
лецией (нехваткой) в исследуемом гене, то частота появления прототрофов 
заметно возрастает (М. Пешегес, 1963; А. Тау]ог, 1963). Гены, реверсия 
которых к прототрофности индуцируется таким способом, назвали селфе- 
рами (зе! — сам, себя). Наличие трансдуцирующего фрагмента, который 
конъюгирует с участком вблизи гена-селфера, стимулирует каким-то обра- 
зом мутабильность селфера, но полностью механизм реверсии пока неизве- 
стен. Таким образом, фаг усиливает мутабильность бактериальных генов. 

уже видели (стр. 387), что мутабильность внеядерного гена контро- 
лируется генами ядра. 

В связи с этим нужно отметить следующие результаты, полученные 
на высших животных, в том числе и на человеке. 

1. Внесение вируса саркомы Рауса в культуру нормальных клеток 
крысы приводит к увеличению частоты хромосомных разрывов по сравне- 
нию с контролем. 

2. После инокуляции вируса герпеса в культуру установившейся линии 
клеток человека учащаются разрывы хромосом, 

3. У всех больных корью на 5-й день. после’появления сыпи в лейкоци- 
тах обнаруживают большое количество хромосомных разрывов. Разрывы 
хромосом происходят в 33—72% исследованных клеток, причем наблю- 
даются поломки всех хромосом и во многих местах. В то же время соеди- 
нение разорванных концов, которое приводит к структурным перестрой- 
кам, происходит с малой частотой (М. №013 и др., 1962). 

4. После заражения культуры клеток человека обезьяньим вирусом 
БУ появляется большое количество хромосомных мутаций, в том числе 
дицентрики, кольца и (возможно) транслокации. Частоты повреждения 
разных хромосом явно отличаются от случайных (Р. МоотВеа4 а. Е. ЗакК- 
зе]а, 1963). По крайней мере семь других вирусных инфекций человека 
связаны с увеличением перестроек различных хромосом в лейкоцитах. 

Мы ве знаем, чем вызваны эти эффекты. Они могут быть или следствием 
влияния на метаболизм присутствия, функционирования или репликации 
нуклеиновых кислот вируса, или проявлением специфических свойств 
этих вирусов, близких к свойствам эписом или же эффектам какого-то 
другого фактора или сочетания факторов. В любом случае, вирусы могут 
индуцировать мутации в клетках высших организмов как ш у1уо, так и 
ш Уйто. Возможно, что к этому способны и присутствующие обычно 
внеядерные гены. Поэтому ясно, что в генетическом контроле мутабиль- 
ности участвуют как внеядерные гены, эписомы, так и обычные хромосом- 
ные гены. Гипотетически каждый из них способен влиять как на свою 

собственную мутабильность, так и на мутабильность других генов. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Контроль со стороны генотипа над процессами митоза и мейоза препят- 
ствует появлению спонтанных геномных мутаций или мутаций, затраги- 
вающих целые хромосомы. Структурные перестройки хромосом подавляют- 


402 







































ся тем 
лиров: 
В нек‹ 
немны 
хромо‹ 
гул! 
т На. 
темпер 
что ген 
_ Наэто 
щих ра 
‘и тран‹ 
тенов, 
регуля' 
ции. В 
разрыв; 


ВОПРОС 


30.1. 
° с мутаб 

30.2. 
считать 


^ 30.3. 


__ 5% 


баиег ап 
&азёег. УТ 
Сапаа. 7 
Е, Гаулог. 
Зс1. 03., 








ИеЙСЯ ЛИН 


пиве 
ов. Р 















тем 80" 


ся тем, что синапсис и перекрест происходят очень точно. Такое контро- 
лирование возможно потому, что гены в хромосоме расположены линейно. 
В некоторых случаях, в том числе при образовании полиплоидных и поли- 
немных хромосом и при образовании нескольких моноцентрических 


хромосом из одной полицентрической, генетические изменения также 
регулируются генотипом. 


Наличие общего конт 


роля над мутационной реакцией на изменение 
температуры и на действ 


ие мутагенных агентов свидетельствует о том, 
рует также и частоту возникновения точечных мутаций. 
акже существование генов-мутаторов и генов, вызываю- 
осом, которые приводят к появлению нехваток, сдвигов 
как следствие этого, к эффектам` положения. Действие 
генов, вызывающих разрывы и другие мутации, контролируют гены- 
регуляторы. Трансдуцирующие фаги могут индуцировать точечные мута- 


ции. Вирусы, поражающие высших животных, также могут вызывать 
разрывы хромосом. 


щих разрывы хром 
и транспозиций и, 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


30.1. Каким образом точность процессов митоза и мейоза связана 
с мутабильностью генетического материала? 

30.2. Защитите утверждение, согласно которому митоз и мейоз нельзя 
считать свойствами, внутренне присущими генам. & 

30.3. Если изменения всего генома составляют отдельный класс мута- 
ций, то следует ли считать мутациями изменения плоидности, происходя- 
щие при гаметогенезе и оплодотворении? Почему? 

30.4. Свидетельствует ли активность локуса «диссоциации» о наличии 
тенетического контроля над мутабильностью? Объясните. 

30.5. На каком примере можно показать, что мозаичность не всегда 
вызвана действием отдельной пары генов, у одного из которых есть неста- 
бильные аллели? 


30.6. Какие свойства локуса «диссоциации» напоминают свойства 
эписомы Е? 

30.7. Обсудите механизмы, посредством которых в природных популя- 
циях дрозофилы подавляется искажение расщепления. 

30.8. Обсудите гипотезу, согласно которой в феномене 5) участвует 
агент, подобный эписоме. 

30.9. Чем 5) похож на Дз и чем отличен от него? 

30.10. Полагаете ли Вы, что все вирусы вызывают значительное 
увеличение частоты хромосомных разрывов? Объясните. 
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Глава 81 дивается 
9 ается, ‹ 

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ МУТАЦИЙ ротивод 
условия | 

ультрафи 

только в 

согласует 

зывает а 

или 7-лу 

Частота спонтанного мутирования определяется такими встречающимися Часто 
в природе физическими мутагенами, как ультрафиолетовые лучи, ионизи- новых р! 
рующая радиация (глава 13); по-видимому, сюда относятся и химические —  рибозидог 
мутагены (глава 14). Мутабильность также подчиняется генетическому спонтаннс 

контролю (глава 30). Обнаружение корреляции между мутагенностью исходной 
и длиной волны ультрафиолетовых лучей позволяет предполагать, что в му- °— в условия 
тационный процесс вовлекаются”нуклеиновые кислоты (стр. 276). Каковы ° ожидаемо! 
молекулярные основы спонтанного и индуцированного мутирования? — _ метаболиз: 

®—  мутагены 

МУТАГЕНЫ И АНТИМУТАГЕНЫ Пивости, < 
чений хар 

Найдено, что у Е. сой, ауксотрофной в отношении триптофана, частота е Привед 
спонтанного мутирования от чувствительности к устойчивости по отно- В ринОв и 
шению к инфицированию фагами Т5 и Тб зависит от того, какой из компо- Можно пол 
нентов питательной среды оказывается ограничивающим рост фактором > две трети 
(А. Моу1сК а. Г. ЗаШага, 1951). Наиболее высокая частота получена в слу- ° воздеистви 
чае, когда фактором, контролирующим рост, оказывается триптофан, °Э нормально! 
самая низкая частота наблюдается, если таким фактором оказывается мУрины, и; 
лактат. Эти данные 
Такой результат показывает, что частота возникновения спонтанных _ Циям, в час 
мутаций зависит от физиологического или биохимического состояния Что такие | 
организма. Эта точка зрения подтверждается также данными о влиянии °— от пиримид 
изменений температуры на частоту спонтанного мутирования (стр. 206). тельными в 

Все это позволяет предполагать, что химические вещества, добавленные _динам. 

к культуре Е. сой, которая растет в среде, содержащей ограниченное Несмотр 
количество одного из существенных факторов роста, могут обнаруживать м их рибоз: 
выраженный мутагенный эффект. ° Считать обо 
При использовании различных веществ в концентрациях, не вызываю- 1. Знача 
щих заметной гибели триптофан-зависимых бактерий, было обнаружено, _ веледствие 
Что многие пурины и их производные мутагенны. Наиболее мутагенным _Мутагены и 
оказался кофеин; почти столь же эффективен теофиллин; мутагенным 3 2. Сущес' 
действием обладает азагуанин и в меньшей степени аденин. В отличие нуклеиновы: 
от них пиримидины и их производные в тех же условиях не мутагенны. ; Несмотр; 
Если к среде, содержащей любой из пуриновых мутагенов, добавлены Частоты мут 
пуриновые рибозиды (аденозин или гуанозин), мутагенная активность эффекте, выз 
оказывается полностью подавленной (А. Мо\1ск, 1956). Так, аденозин в тимине б: 


полностью подавляет мутагенность аденина и кофеина. Ясно, что пурино- 
вые рибозиды действуют как антимутагены, подобно тому, как аноксия 
и каталаза антимутагенны для Х-лучей, вызывающих хромосомные полом- ' 
ки (стр. 196) или точечные мутации (стр. 206), и их нельзя рассматривать  МУТАЦИОНН! 
как агенты, селективно действующие на индуцированные мутанты. С другой 
стороны, пиримидиновые рибозиды, атакже дезоксиаденозин и дезоксигуа- 
нозин, либо вообще не проявляют антимутагенного Действия в отношении 


_ Непрямой св 


|. При обсужде 


ка 
пуринов и их производных , либо значительно менее эффективны, чем пури- ры ога 
новые рибозиды. | рб тенью во: 
_Теофиллин обладает мутагенностью только в аэробных условиях. . Е 00 разны 
У бактерий, растущих анаэробно, в значительных концентрациях накап. некоторы 


событиях бол 
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ливается аденозин, тогда как у бактерий, растущих аэробно, он не накап- 
ливается в заметных количествах. В анаэробных условиях аденовин оказы- 
вается, очевидно, нормально присутствующим антимутагеном, который 
нных в среду пуринов. Отметим, что 
ют на частоту мутаций, индуцируемых 
елают Х-облучение менее эффективным 
концентрации кислорода; такой вывод 
ающими, что избыток аденозина не ока- 
ия при облучении ультрафиолетовыми 


условия анаэробного роста не влия 
ультрафиолетовыми лучами, и д 
только вследствие уменьшения 
согласуется с данными, ноказыв 
зывает антимутагенного действ 
или \-лучами. 


Частота, спонтанного мутирования уменьшается в присутствии пури- 
новых рибозидов (аденозина или гуанозина), но не пиримидиновых 
рибозидов (уридина или цитидина). В присутствии аденозина частота 
спонтанного мутирования уменьшается примерно на одну треть от ее 
исходной величины. Кроме того, частота появления спонтанных мутаций 
в условиях анаэробного культивирования снижается, что соответствует 
ожидаемому на основании данных об образовании аденозина в процессе 
метаболизма и об отсутствии его использования. Наконец, все пуриновые 
мутагены с большей частотой вызывают появление мутаций к Т5-устой- 
чивости, чем к Тб-устойчивости, хотя для ультрафиолетового и 7-облу- 
чений характерна обратная картина. 

Приведенные данные позволяют различать два рода мутагенов — типа 
пуринов и типа радиации — ведущих к образованию мутантов двух типов. 
Можно полагать, что в описанных экспериментальных условиях примерно 
две трети спонтанно возникающих мутантов образуется в результате 
воздействия какого-то вещества типа пурина, синтезируемого в ходе 
нормального клеточного метаболизма. Не совсем ясно, почему только 
пурины, их аналоги и пуриновые рибозиды влияют на частоту мутаций. 
Эти данные, однако, можно отнести только к некоторым изученным мута- 
циям, в частности к мутациям устойчивости к фагам Т5 или Тб. Возможно, 
что такие мутации оказываются более зависимыми от пуринов, нежели 
от пиримидинов, тогда как другие мутаций могут оказаться нечувстви- 
тельными к пуринам и относительно более чувствительными к пирими- 
динам. Е 

Несмотря на отсутствие ясности в вопросе о том, каким образом пурины 
и их рибозиды вызывают мутагенный и антимутагенный эффекты, можно 
считать обоснованными два основных вывода: Е 

1. Значительная часть спонтанно возникающих мутаций возникает 
вследствие нормальной биохимической активности клеток, образующих 
мутагены и антимутагены. з - = 

РИ Существует некая связь между частотой мутирования и метаболизмом 

< Г. [9 
ео и что имеются лишь данные о непосрерасненной: связи 
частоты мутирования с пуринами и их рибозидами, данные аня НН 
эффекте, вызываемом отсутствием тимина в среде, где растут ну эжда и ние 
в тимине бактерии, позволяют предположить о существовании такж 
непрямой связи с ДНК и ее предшественниками, 


МУТАЦИОННЫЙ СПЕКТР 


ы б й облас” П генетической 
При обсуждении генетических ососОнноотай и оолаОхивий я 
мы и: Т4 указывалось (стр. 358), что и: 
спонтанно возникших мутантов несут изменения в одном и: ее 
из 300 разных сайтов области г И. При этом подразумева: о оно, 
Что некоторые мутационные сайты должны ет ы ых 
событиях более одного раза. Наблюдается значительн. ар. Л 
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частоты участия различных сайтов в мутационных событиях. По отно. 
шению к ДНК такая вариабельность должна означать, что отдельные 
нуклеотиды или группы неуклеотидов подвергаются спонтанному мутиро- 
ванию чаще, чем другие, и, следовательно, должны существовать мута- 
ционные «горячие участки». 

Рекомбинационные исследования позволяют анализировать область 
т Шна уровне нуклеотидов; при этом ДНК фага Т4 можно использовать 
в качестве модели для исследований, направленных на выяснение молеку- 
лярных основ мутаций. Следует указать, что Т-четные фаги (Т2, Т4, Тб) 
содержат в ДНК 5-оксиметилцитозин (рис. 19—3) или его произ- 
водные вместо цитозина; во всех других отношениях ДНК этих фагов 
следует считать типичной ДНК. Ранее уже указывалось (стр. 296), что 
5-бромурацил (рис. 21—4) может замещать тимин (и только тимин) при 
синтезе ДНК ш уйго. Приведет ли включение 5-бромурацила в ДНК фага 
ТА к мутационным последствиям? 1 

Добавление 5-бромурацила к нормальной культуральной среде, в ко- 
торой выращивают Е. сой перед инфицированием ее фагом Т4, не обязатель- 
но приведет к включению этого аналога основания в ДНК Т4 после инфи- 
цирования, так как тимин, синтезированный бактерией, может быть пред- 
почтен его аналогу при синтезе ДНК фага. Сульфаниламид, как таковой, 
не будучи мутагенным, подавляет синтез фолиевой кислоты, которая 
в восстановленной форме (тетрагидрофолиевая кислота) необходима для 
ферментативных реакций метилирования. Поэтому для подавления синтеза 
тимина из урацила к культуральной среде добавляют сульфаниламид. 
Среда, в которую добавлены различные необходимые химические веще- 
ства, уже содержащие метильные и оксиметильные группы, не содержит, 
однако, дезоксириботидов тимина или 5-оксиметилцитозина. (Дезоксири- 
ботид 5-гидроксиметилцитозин исключается для предотвращения его 
возможного превращения в аналог тимина, который может быть включен 
предпочтительнее, чем 5-бромурацил.) Бактерия при этом сохраняет спо- 
собность функционировать в качестве реципиента фага. 

В таких условиях 5-бромурацил оказывается высокомутагенным для 
области г И. Сравнительное изучение ’ Ш мутантов, индуцированных 
5-бромурацилом и встречающихся спонтанно, позволило обнаружить, 
что индуцированные мутанты также встречаются группами на генетиче- 
ской карте, хотя «горячие участки» для тех и других мутаций локализованы 
в различных положениях. Кроме того, в отличие от спонтанных мутантов, 
очень немногие из индуцированных мутантов несут большие мутации 
(межнуклеотидного тина) и, следовательно, почти все способны давать 
обратные мутации г’ или близкого к г’ фенотипа. 

Спектры мутантов (стр. 206), полученных при воздействии 5-бромура- 
цилом или другими химическими мутагенами, и спонтанных мутантов 
на нуклеотидном уровне сильно отличаются; однако точная химическая 
основа индуцированных мутаций не установлена с какой-либо определен- 
ностью, так как любой из мутагенов способен вызывать соответствующий 
эффект, используя в разных случаях несколько отличные метаболические 
процессы. Совершенно очевидно, что молекулярные основы мутагенного 
действия лучше изучать при использовании самых кратчайших из возмож- 
ных физических процессов между химическим мутагеном и геном (1. Нег- 
зВКохИи, 1955). Так, лучше обработать химическим мутагеном спермии, 

а не яйцеклетку, или подвергать непосредственному воздействию мутаге” 
ном фаг или трансформирующую ДНК, а не действовать непрямым спо” 
собом через хозяина. 


1 Дальнейшее изложение основано главным образом на работах С.Бензера и И.Фриза 
(1958) и последующих исследованиях И. Фриза и соавторов. 
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МУТАЦИЯ, ` 
ЗАТРАГИВАЮЩАЯ ЦЕЛЫЙ НУКЛЕОТИД 


чены, замещены, переставлены в 


положение с инверсией или без нее. По-видимому, в однонитчатой нуклеи- 
новой кислоте возможны все эти нуклеотидные перестройки за исключени- 
ем инверсии, которая должна произойти в обеих нитях нуклеиновой кис- 
лоты, так как в противном случае не сохраняется полярность нитей. 
Изменения, касающиеся целых нуклеотидов, могут возникать в результате 
разрыва полинуклеотидного остова в двух или более местах с последующей 
перестановкой фрагментов. 

Разрыв остова (и потеря дезоксирибонуклеиновой кислотой способно- 
сти действовать в качестве затравки-матрицы) наблюдается особенно часто 
после обработки ионизирующим физическим мутагеном и сопровождается 
либо потерей (делецией), либо перераспределением уже сформированного 
«старого» генетического материала (Н. Наггто4оп, 1964; С. Мега, 1964). 
Единичные изменения целых нуклеотидов могут быть вызваны химиче- 
скими мутагенами, при действии которых не происходит разрывов. Моле- 
кулы таких химических мутагенов, как акридины (рис. 31—41), могут 
внедриться между следующими друг за другом нуклеотидами нити ДНК 
(Г. Гегшаи, 1963). Одна добавляемая молекула химического мутагена спо- 
собна раздвинуть нить продольно на 3,4 А. Если такая цепь используется 
в качестве матрицы, то к комплементарной цепи в положение, занимаемое 
молекулой мутагена, может быть добавлен целый нуклеотид. Существует 
также вероятность, что добавление свободного нуклеотида или другого 
встречающегося в природе вещества может вызвать такой же результат. 
Такой механизм мутагенеза предусматривает изменение как старых, так 
и новых нитей ДНК. 

В присутствии Мо’” комплементарная нить, образуемая ДНК-поли- 
меразой на ДНК-матрице ш уЙто, представляет собой смесь дезоксири- 
ботидов и риботидов [Р. Вега и соавторы (см. ссылки на стр. 305)], если, 

конечно, в качестве субстратов присутствуют соответствующие рибозид- 
5'-грифосфаты. Можно ожидать, что и включение урацила и рибозы в ком- 
плементарную нить приведет к возникновению мутации. Соли марганца 
высоко мутагенны для бактерий (М. Пешегес и соавторы); очевидно 
такое включение может происходить и ш уУ1у0. 


СУБНУКЛЕОТИДНЫЕ МУТАЦИИ 

Мутации могут затрагивать в составе нуклеотидов углевод, фосфат или 
основание. Хотя дезоксирибоза представляет собой единственный оЗхАР, 
определяемый в ДНК микроорганизмов, нельзя исключить воролуАсоть 
случайного включения рибозы в ту или иную типичную нить ДНК. Рибоза 


че 
Нм ыы С н н, 





РИС. 31-1. 
Два акридиновых красителя: слева — профлавин, справа — акри- 
диновый оранжевый 
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Н Н Н 
МН» МН 
г РИС. 31-2. 
Н 
6 - 9 { | = Таутомеры урацила 
М Мм (вверху) и аденина (вни- 
$ | зу) 


может быть частью цепи ДНК, синтезированной т уЙто, если целые рибо- 
тиды включаются в нее способом, описанным в предшествующем разделе. 
Показано, что в ДНК клеток млекопитающих в культуре ткани может 
включаться арабиноза. Ранее уже указывалось на отсутствие данных 
© мутагенном действии рибозидов на ДНК; иногда пуриновые рибозиды 
проявляют антимутагенное действие. Тем не менее, нельзя исключить 
вероятность того, что некоторые агенты действуют как мутагены, присое- 
диняя атом кислорода в положение 2’-дезоксирибозы в уже образованной 
последовательности ДНК или удаляя 2’-О-рибозы. 

Фосфат нуклеотида может быть изменен в результате замещения Р 
на Рз?. Если однонитчатая ДНК таких вирусов, как фХ174 и $543, вклю- 
чает Р32, то для ее инактивации достаточно одного радиоактивного рас- 
пада РЗ? до 5. С другой стороны, для инактивации фага Т2 и подобных 
ему фагов, содержащих двунитчатую ДНК, требуется около 10 радиоактив- 
ных распадов. Одно из простых объяснений таких «самоубийственных 
экспериментов» сводится к тому, что каждый распад разрывает остов поли- 
нуклеотида, в котором он происходит, причем один распад в остове одной 
цепи иногда ведет к разрывам поблизости в остове комплементарной 
нити, если таковая имеется. Такого рассечения одно- или двунитчатой 
ДНК (или предположительно РНК) достаточно для инактивации нуклеи- 
новой кислоты. 

Изменения оснований в старых генах. Рассмотрим далее изменения, 
затрагивающие основания нуклеотида. Мы уже видели, что изменение 
основания может произойти в результате замены одного целого нуклеоти- 
да на другой. Выясним теперь возможности химического изменения осно- 
зания, которое уже представляет собой часть нуклеотида в генетической 
последовательности. 

Определенные атомы в каждом из оснований в ДНК и РНК могут 
находиться в нескольких различных положениях; иными словами, каждое 
основание может существовать в нескольких таутомерных формат. 
Ранее мы допускали, что наиболее вероятная таутомерная форма каждого 
основания— это его кето-(— 0) или амино-(—М№ Н,)форма. В альтернативных 
таутомерах урацила и аденина, показанных на рис. 31—2, различны те 
положения, в которых присоединен атом водорода. Менее обычные 
таутомеры существуют в енольной (— ОН) или имино-(—= МН) форме. 
Обычный амино-таутомер аденина спаривается с тимином; однако один 
‘из его менее обычных имино-таутомеров может спариваться ис цитозином 

(рис. 31—3). В свою очередь, редкий имино-таутомер цитозина может спари- 
ваться с аденином, образуя две Н-связи. Редкий енольный таутомер 
тимина может спариваться с гуанином, образуя три Н-связи, и та же пара 
Т:Г может образоваться, если в необычном таутомерном состоянии нахо- 
дится пурин. Следовательно, в каждом из этих случаев таутомерное 
изменение делает возможной новую комбинацию пуриновых и пиримидинв- 
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вых оснований (7. УУацзоп а. 
ссылки к главе 20). Таутом 
могут играть важную ро 
мутагенезе. Относительная 
мости различных таутомерных альтернатив 
зависит от ряда факторов, включая рН. Не- 
обычные пары оснований (А:Ц иТ: Г) могут 
также встречаться после облучения какого- 
либо одного из оснований. 
Химические изменения в старых основа- 
ниях могут также встречаться после обра- 
ботки химическими мутагенами. Азотистая 
кислота (НМО,) является мутагенной в отно- 
шении вируса табачной мозаики, фагов Т2и 
Т4, бактерий, дрожжей и трансформирующей 
ДНК. Этот мутаген отделяет МН, от пури- 
нов и пиримидинов ДНК и РНК, т. е. дезами- 
нирует их. Дезаминированный аденин пред- 
ставляет собой гипоксантин (см. рис. 21—4), 
(который затем спаривается с Ц); дезамини- 
рованный цитозин превращается в урацил 
(который затем спаривается с А); дезамини- 
рованный гуанин становится ксантином (кото- 
рый все же спаривается с Ц, но только двумя 
Н-связями). 
При низком рН у фага Т4 образуются 
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РИС. 31-8. 


Таутомерное изменение адени- 
на, способное вызвать замену 
комплементарного аденину ос- 
нования тимина на цитозин. 


Верхняя схема показывает аденин 
до того, как произошло таутомер- 
ное перемещение одного из его во- 
дородных. атомов. Нижняя схема 
показывает результаты такого пе- 
ремещения. (По Д. Уотсону и 
Ф. Крику) 


точечные мутации. ш уЙго высокая концент- 
рация водородных ионов вызывает депурини- 
зацию (полное удаление всех Г и А), что ведет к образованию апурино- 
в0й кислоты. При восстановлении высокого рН может произойти разрыв 
остова апуриновой кислоты. Точечные мутации, образуемые у ФТ4 при 
низких рН, вероятно, вызваны либо неправильным замещением основа- 
ний, либо образованием комплекса с комплементарным, выводимым из 
ДНК нуклеотидом. 

Поглощение нуклеиновой кислотой ультрафиолетовых лучей (УФ) 
зависит главным образом от присутствия хроматофорных групв (особых 
групи, содержащих двойные связи). При обработке свободных оснований 
Ультрафиолетовыми лучами, пиримидины более подвержены химическим 
изменениям, чем пурины. Одним из обычных изменений оказывается при- 
соединение воды к двойной связи между атомами углерода 4 и 5 пири- 
мидинов. Такой фотопродукт, полученный для цитозина, показан 
на рис. 31—4, А. Хотя фотопродукт цитозина способен снова превратиться 
в исходный цитозин при нагревании или подкислении, он может встре- 
чаться достаточно часто ш У1уо, ослабляя Н-связи между Ц и Г, в резуль- 
тате чего возникают локализованные зоны разделения нитей, или денату- 
рация. Подтверждением такой точки зрения служит тот факт, что УФ 
разрушает Н-связи в нативной двунитчатой ДНК. у 

Ультрафиолетовые лучи изменяют молекулу тимина в том ети —-8 
нии, что и молекулу цитозина, вызывая разрыв о в г ; В этом 
случае две молекулы тимина образуют димер [рис. 31—4, Ц о 
что инициируемое ультрафиолетовыми лучами гидрирование и яю- 
щее Н-связи между Ц и Г, увеличивает вероятность в ==. д: ой 
ры тимина образуются не только между молекулами тимин: = р = ожен- 
ными на разных нитях, в результате чего о поп ее е связи 
между нитями ДНЕЬ, но также между соседними 1 на одной и той ея нити. 
(Межнитевые связи образуются также в результате ты антибиотика 
митомицина С, обладающего мутагенным действием). Межнитевая димери- 
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РИС. 31-4. 


Влияние ультрафиолетового обл 
казаны атомы водорода, 
атомов 





учения на пиримидины ДНК. По- 
присоединенные к кольцу углеродных 


зация предотвращает разделение цепи и блокирует репликацию, тогда 
как внутринитевая димеризация препятствует правильному спариванию 
оснований Т и А, приводя в конечном счете к образованию неправильных 
комплексов. Факт димеризации позволяет объяснить, каким образом УФ 
нарушает активность однонитчатой ДНК как затравки и матрицы, вызыва- 
ет появление мутаций у фага Х174 и нарушает активность трансформирую- 
щей ДНК. Однако облучение УФ способно вызвать два противоположных 
эффекта в зависимости от используемых длин волн: при облучении УФ 
лучами с длиной волны 2800 А наблюдается тенденция к образованию 
димеров из мономеров, тогда как при длине волны 2400 А наблюдается 
тенденция к образованию мономеров из димеров. ДНК, лишенная затрав- 
ки-матрицы при облучении УФ с длиной волны 2800 А, частично восстанав- 
ливает свою активность при последующем облучении УФ с длиной волны 

2390 А. При больших дозах УФ с длиной волны 2800 А примерно 50% 

биологической инактивации (по измерению трансформирующей способно- 

сти) может быть приписано образованию Т-димеров, причем одно инакти- 

вирующее «попадание» эквивалентно образованию одного димера на каж- 

дые 160 нуклеотидов (В. а. 7. Зейо\, 1962). 

Образование внутринитевых димеров и последствия этого процесса 
для репликации могут быть изучены ш уЙго (В. Зе оу и др., 1963). После 
того как различные однонитчатые ДНК, использующиеся в качестве 
затравки-матрицы, подвергнуты обработке лучами с длиной волны 2800 А, 
продукты синтеза подвергают «анализу ближайшего соседствования». 
Как и ожидалось, частота последовательностей АА уменьшается соответ- 
ственно частоте димеризации последовательностей ТТ; увеличивается часто- 
| та динуклеотидных последовательностей, содержащих Г, особенно ГГ. 

Эти результаты свидетельствуют о том, что Т-димеры ш \1уо уменьшают 
| вероятность включения комплементарной АА последовательности против 
| ТТ последовательности в матрице и позволяют предполагать, но не дока- 
| зывают, что эти АА последовательности часто замещаются на ГГ. 
Как это уже указывалось, фотовосстановление димеров, 


индуцирован- 
ных УФ, наблюдается после обработки УФ лучами с меньшей длиной 











РИС. 
волны. В присутствии видимого света с определенными длинами волн 'Предг 
(синего света) была обнаружена специфическая ферментативная система, ватели 
способная вызвать распад Т-димеров, включая межнитевые димеры, до мо- дущиз 
| номеров. Происходит так называемое хежофотовосстановление (стр. 206). рано: 
| 


Поскольку восстановление после обработки мутагенной 
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дозой УФ состав- 
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ляет только около 50%, 
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другими способами, нежели об 


› Что тиминовые димеры блокируют синтез ДНК ш уйго 


облучению и способны восстановит й 
ноте. Такое восстановление в этих 


клетках не свидетельствует о зделе- 
нии тиминовых димеров; ы ы ч- 


который неспособен синт 1 отся 


раняют способность к фотовосстановлению 
Данные другой работы позволяют предпо- 
лагать, что внутринитевые тиминовые димеры удаляются из ДНК устой- 
чивых клеток ферментативно и что правильная ДНК реконструируется 
согласно информации, содержащейся в комплементарной нити (Р. Воусе 
а. Р. Но\ата-Е]апдегз. 1964). Такой механизм, исправляющий ошибки, 
должен иметь биологическое значение для сохранения ДНК. Наконец, 
следует указать, что хотя димеризация 5-бромурацила и затруднена (если 
вообще возможна), однако при УФ-облучении могут образоваться димеры 
урацила. Следовательно, ожидается, что УФ мутагенен по отношению 
к РНК благодаря тем же механизмам, что и для ДНК. 

Таутомерные изменения, физические и химические мутагены и низкие 
РН могут приводить в конечном счете к замене основания. Замещение одно- 
го пурина другим (А <> Г) или одного пиримидина другим пиримидином 
(Т > Ц) получило название транзиции (фтапзИоп); замещение пурина 
пиримидином или наоборот (например, А <> Ц или Т <+ Г) по терминоло- 
гии И. Фриза называют трансверсией ((тапзуегз!олп). Оба рода замен должны 
быть возможными на нуклеотидном и субнуклеотидном уровнях. 

Какова последовательность событий, происходящих нри транзиции 
ий трансверсии? Отдельная пара оснований Т : А после обработки мутаге- 
ном может статьТ : А’(рис.31—5). Допуетим, что во время отделения нити 
А’определяет Ц (вместо Т), а в следующем делении Ц действует нормаль- 
но, определяя Г. 

В результате получается, что исходная нить, несущая А, по существу 
определяет во второй генерации образование нити, несущей Г; в этом 
случае происходит транзиция. (В другом случае определенная исходная 
пара Г:Ц в результате обработки мутагеном образует Ц”, который опре- 
деляет А вместо Г, а А в свою т определяет Т. В этом случае проис- 
хо, анзиция Ц на Т. 

ое рен на-Аз“, 9 определяет Ц и Ц определяет Г, 
то в целом результат сводится к замене Т на Г, т. е. происходит трансвер- 
сия. 


пормальные ГА А:Т 
Мутировавшие ГА’ А:Т' 
тЫ В и к 

азделение цепей Т 

Разделение цепей Е . Ав . 

Рвпликация [ 
РИС. 31-5. к ы РА \ 
Предполагаемая последо- Разделение цепей Е А р Ц Е т р 
вательность событий, ве- ИКИ ЦЕ Ц: 
дущих к транзиции или транзиция Трансверсия 
трансверсии ь 
. я А%фГ Тю Г 
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Возможен и другой механизм субнуклеотидной замены оснований, при 
котором члены пары оснований подвергаются ротационной замене в резуль. 
тате разрыва их связей с углеводом, поворота на 180° и воссоединения 
(Н. МоПег и др., 1961). Так, после ротационной замены, которая часто 
происходит вследствие действия ионов, Ц:Г превращается в Г:Ц, причем 
происходящая в результате двойная сложная замена приводит к появлению 
мутанта. Заметим, что в случае любого из упомянутых механизмов, при- 
водящих к изменению оснований, транзиции и трансверсии определяются 
изменением в старом основании. 

Изменения оснований в новых генах. Аналоги оснований включаются 
ш УЙто в ДНК, если они присутствуют в виде дезоксирибозид-5’-три- 
фосфатов (стр. 297, 298). Например, урацилом (У), 5-бромурацилом (БУ) 
или 5-фторурацилом (ФУ) может быть замещен только Т; 5-метил-, 5-бром- 
или 5-фторцитозином может быть замещен только Ц; гипоксантином можно 
заместить только Г. БУ, 5-хлорурацил и 5-йодурацил могут замещать 
некоторые Т в ДНК бактерий, фагов и клетках культуры ткани человека 
и оказываются также весьма активными мутагенами. 5-бромдезоксиури- 
дин (БУДР) представляет собой более эффективный мутаген, чем БУ, 
вероятно, потому, что он значительно легче превращается в трифосфат 
и в меньшей степени препятствует образованию У или Ц. 

Рассмотрим типы ошибок, которые могут встречаться при включении 
БУ. Так как обычный таутомер БУ (подобно Т) находится в кето-форме, 
этот таутомер включается обычно в пару с А. Однако редкий снольный 
таутомер БУ (подобно Т), может спариваться с Г, образуя БУ: Г. Поэтому 
возможны два рода ошибочного включения БУ: образование А : БУиГ: БУ 
пар. Будучи частью нити ДНК, БУ пары А : БУ может продолжать опре- 
делять А, так что ошибки при репликации не произойдет. Однако, если 
БУ переходит в редкую енольную форму и связывается в пару с Г, то 
исходный А будет замещен Г по типу транзиции, происходящей в резуль- 
тате ошибки при репликации. Так как БУ в паре Г : БУ обычно находится 
в кето-форме, то во время следующей репликации он обычно связывается 
в пару с А, приводя к замене Г на А. Следовательно, можно ожидать, что 
пиримидин БУ вызовет замены пуринов в обоих направлениях (А->Г). 

Ошибки, происходящие при включении БУ, могут быть изучены 
ш уЙто. Можно синтезировать кополимер из А и БУ, ААБУ и использо- 
вать его в качестве затравки-матрицы в экстенсивном (от 30 до 100%) син- 
тезе при содержании в субстрате ТФФФ, 4АФФФ и аГФФФ. 

В таких условиях включение Г происходит с частотой один остаток Г 
на 2000—2500 остатков А иТ. (С другой стороны, 4АТ не включает Г.) 
Используя ГФ*ФФ, 4АФФФ и аБУФФФ в качестве субстрата для 
4АБУ затравки-матрицы, осуществляют экстенсивный синтез, и получен- 
ный продукт подвергают анализу «ближайшего соседствования» для 
определения динуклеотидных последовательностей БУГ, ГГ и АГ. Затрав- 
ка-матрица предположительно содержит строго чередующиеся БУ и А. ©»). Ко: 
Следовательно, если в продукте появляется Г, то ожидается, что он будет и, иденти 
присоединяться к БУ, в результате чего образуется динуклеотидная опреде: 
последовательность БУГ. Найдены, однако, все три последовательности ь 


для Г остатка. Г включается по соседству с БУ или Г (динуклеотидные 
последовательности БУГ и ГГ) пр 


имерно с одинаковой частотой и реже 
но соседству с А (последовательность АГ). Так как найдены другие после- 
довательности, кроме БУГ, то эти результаты невозможно объяснить только 
ошибками репликации, вызываемыми БУ затравки-матрицы. Следует 
также указать, что поведение БУ в АБУ ш УЙто может оказаться иден- 
тичным или не идентичным поведению БУ, присутствующего в нативной 
ДНК шв у10. 

2-Аминопурин индуцирует точечные мутации. В св 


2 оей нормальной тау- 
томерной форме он может спариваться 


СТ (двумя Н-связями) или с 
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-связью). Нах , оо 
ты я 1 ло 3 редкой таутомерной форме, он может также 
к. двумя Н-связями). Вследствие этого могут возникать 


в конечном счете пиримидиновые транзиции (Т => Ц) 

Многочисленные исследования были выполнены, чтобы определить спе- 
цифические изменения оснований, встречающиеся при точечных мутациях 
(Е. Ртеезе, 1963; Е. Ртеезе а. Е. Егеезе, 1964). Одна из методик основана на 
получении мутации с помощью мутагена, действие которого, как ожидается, 
вызывает специфичные транзиции или трансверсии. Доказательством того, 


ции или трансверсии. 


МУТАЦИЯ 


Завершенные простые или сложные замены или изменения целых нуклео- 
тидов легко идентифицировать как мутации. Однако как определить, 
в какой точке в серии изменений произошло изменение, приведшее к появ- 
лению мутации? Предполагается, что мутация может возникнуть, когда, 
как в случае одного из обсуждавшихся ранее механизмов, происходит 
постоянное изменение А на А’. Возражением здесь может служить пред- 
положение о том, что А’ может более не воспроизводиться при последую- 
щих репликациях; однако, если полагать, что мутация возникает в резуль- 
тате нового изменения, то репликации или передачи ее не требуется. 
Новый продукт А” должен только более или менее постоянно отличаться 
от А в одном или нескольких из пяти отношений (как определено с по- 
мощью пяти различных экспериментальных процедур): 
1) А’может иметь отличающийся химический состав; 
2) А’ может иметь другую скорость перехода в новую химическую 
или физическую форму; 
3) А’ может не определять Т вообще или определять его не в такой мере, 
как это делал А; 
4) А’может изменить фенотипический эффект цистрона, в котором он 
локализован; =. ы “. 
5) А’может влиять на частоту рекомбинации как своей, так и другой 
рекомбинационной единицы. 
Следовательно, правильнее определить мутацию как любое единичное 
или комбинированное новое идентифицируемое изменение в тимических 
или физических, мутационных или репликативных, функциональных или 
рекомбинационных свойствах одного или нескольких нуклеотидов. Такое 
определение мутации включает все аспекты предыдущего определения 
(«новое качественное или количественное изменение в генетическом мате- 
риале»). Конечно, в настоящее время часть перечисленных выше измене- 
ний, идентифицирующих мутацию, по техническим причинам не может 
ыть определена в специфических отдельных нуклеотидах. Тем не менее, 
по-видимому, важно указать возможные ем: 213 Е с по- 
мощью которых может быть идентифицирована мутация. УВУЕИеОти, 
ные компоненты не следует считать мельчайшими единицами генетического 
материала, способными мутировать, лишь исходя из того, что нуклеотид — 
Это самая малая значимая химическая единица генетического материа- 
ла. Поскольку самая малая часть генетического материала, чье изменение 
Дает начало мутации, по-видимому, меньше нуклеотида (и, рено ВЫ 
меньше рекомбинационной единицы), то, нЕ, имеет ти оворить 
О субнуклеотидных частях, обеспечивающих ряд мутационных сайтов 
в 
аи т в нашем определении мутации, требует 
Чекоторого дополнительного пояснения. Было бы совершенно правильным 
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рассматривать первый случай расщепления как мутацию, так как это 
определенно новое (никогда прежде не определявшееся) изменение в гене 
тическом материале. Однако после того как было найдено, что расщепле- 
ние не представляет собой нового свойства, а скорее оказывается правилом 
поведения спаренных ядерных генов, расщепление стали считать способом 
генетической рекомбинации, а не мутации. Подобным же образом генети- 
ческая трансформация сначала рассматривалась как мутационное событие 
и только после дальнейших исследований более вероятным оказался меха- 
низм генетической рекомбинации. 

Рассмотрим данные, обсуждавшиеся в разделе«Активатор и диссоциация», 
в котором поломки называли мутациями. Поскольку обнаруживается все 
больше генов диссоциирующего типа, можно ли продолжать считать, что по- 
ломки, вызываемые ими, относятся к мутациям? В будущем мы, возможно, 
придем к заключению, что такие гены обеспечивают другой механизм генети- 
ческой рекомбинации, по крайней мере у некоторых организмов. Наконец, 
напомним, что случаи интеграции и деинтеграции Е относились к гене- 
тической рекомбинации, а не к мутации. Такая интерпретация дана в свете 
еще не опубликованных данных, показывающих, что существует и другой 
тип эписом. В этом случае терминологический переход от мутации к реком- 
бинации намеренно был укорочен. тенетиче 

Поскольку любое генетическое изменение, первоначально определяемое 34.4. 
как новое, может оказаться при дальнейшем изучении не новым, мы всегда ТГ буд: 
можем оказаться вынужденными отнести мутации к генетическим реком- бработе 
бинациям. Поэтому вполне вероятно, что сегодняшние мутации представ- 31.5 
ляют собой завтрашний новый механизм генетической рекомбинации. ВВоТиСто: 

Одним из типов мутационного изменения, которое, по-видимому, менее 
всего подвержено риску перехода в класс рекомбинации, следует считать 
субнуклеотидное изменение. Совершенно очевидно, что замещение тимина 
5-бромурацилом представляет собой мутацию, однако даже на таком уров- 
не вероятность будущей переклассификации не исключена. 

Ротационная замена (А:Т становится Т: А), которую в настоящее 
время считают одним из возможных механизмов мутации, может оказаться 
У некоторых организмов нормальным механизмом генетической реком- 
бинации. 

Поэтому следует, вероятно, ограничить применение термина «мутация» 
описанием нуклеотидных изменений, которые оказываются скорее неесте- 
ственными, чем новыми. По этой причине мы уже воздержались от того, 
чтобы назвать мутациями определенные генетические изменения, пред- 
ставляющие собой нормальные этапы жизненного цикла (полиплоидия 
в клетках печени, хромосомная фрагментация у 'Азсаг1з), хотя такие 
изменения считаются мутациями, если они ненормальны или индуцированы. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
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положение с инверсией или без нее. Обсуж- 
химическ В : . у 
ее ческие и физические мутагены, способные вызывать образо- 
вание таких мутаций. 

—оеаинии & служат в качестве сайтов для мутации. Опи- 
>: а и ающие фосфатную часть нуклеотида; предполагается 
ыы и затрагивающих углеводную часть молекулы 

& я оснований в старых генах могут происходить 
несколькими способами, р ут происход 


включая таутомерные замещения и димериза- 
цию. Изменение оснований в новых генах могут возникать, например, 


после обработки химическими аналогами в результате ошибок при вклю- 


чении г репликации. В конечном счете изменения оснований могут при- 
вести к делециям, транзициям или трансверсиям. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


31.1. Обсудите причины, 
вания. 


31.2. Имеются ли в этой главе какие-либо новые доказательства того, 
что генотип регулирует свою собственную мутабильность? Объясните. 

31.3. Имеется ли в этой главе какая-либо информация относительно 
генетической или химической природы мутаций? 

31.4. Можно ли ожидать, что мутационные «горячие участки» в области 
тП будут различными при обработке фага Т4 5-бромурацилом или при 
обработке его азотистой кислотой? Почему? 

31.5. В 1959 г. И. Тессман показал, что после обработки фага Т2 
азотистой кислотой образуются крапчатые бляшки, тогда как при такой 
же обработке фага Х174 образуются только нормальные (некранчатые) 
бляшки. Какие предположения о структуре ДНК и молекулярных основах 
мутации позволяют выдвинуть эти результаты? 

31.6. С. Заменгоф и С. Грир показали для Е. сой мутагенность нагре- 
вания до 60° С. Какими молекулярными процессами можете Вы объяснить 
эти результаты? 

31.7. Химические вещества, несущие одну, две или несколько реактив- 
ных алкилирующих групп (С„Н.„.:), называют соответственно моно-, 
би- или полифункциональными алкилирующими агентами; многие из них 
мутагенны. В зависимости от характера той или инои алкилирующей груп- 
пы ДНК может быть изменена в фосфатной части или в ее основаниях. При 
каких условиях следует ожидать, что использование алкилирующих аген- 
тов в качестве мутагенов окажется неадекватным для изучения молекуляр- 
НЫ й 

а лнкнИ постоянным должно Е изменение в нуклеотиде, 
тобы его м б считать мутационным? ] 
м. а, замену те Р3? в фосфате нуклеотида мутацией? 
очему? : 

31.10. Считаете ли Вы правильным утверждение, что единственным путем 
обнаружения А в отдельных генах является обнаружение фено. 
ах нь локус, способный сообщать И аь к вит 

› подвергшемуся воздействию ультрафиолетовых лучей. ти: 
щение тимидина на 5-бромдезоксиуридин а мы и каков 
Рода защиты. Что Вы считаете продуктом бактериаль у К. 


влияющие на частоту «спонтанного» мутиро- 


механизм его действия? 
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Глава 82 


ДЕЙСТВИЕ ГЕНА И ПОЛИПЕНТИДЫ 


В период интерфазы ядро играет весьма 
мальном метаболизме клетки. Если 


являются единственными ядерными 
нормального метаболизма, 


для клеток, определяются действием генов 


активную и важную роль в нор- 
допустить, что хромосомные гены 


; Е 2, т по природе, следует рассматривать как ре- 
зультат оиохимической деятельности генов. Поскольку клетка содержит 


самые разнообразные химические вещества, можно ожидать, что биохими- 
ческая реакция, определяемая одним геном, приведет к другим, которые, 
в свою очередь, будут стимулировать новые реакции. В результате обра- 
зуется подобие дерева, разветвления которого представляют собой сле- 
дующие одну за другой химические реакции. Так как определяемое 
теном начальное биохимическое изменение будет влиять на все ответвле- 
ния, в клетке или особи, завершившей развитие, мы сможем найти много 
разных химических, физиологических и морфологических изменений, 
являющихся следствием первоначального изменения. Неудивительно 
поэтому, что одно определенное генетическое изменение обычно ведет 
ко многим различным фенотипическим изменениям и что большинство 
мутаций (или даже все мутации) имеют множественное, или плейотропное, 
действие (глава 6). Если проследить происхождение таких плейотропных 
эффектов, можно обнаружить, что многие разнообразные конечные прояв- 
ления — это следствие значительно меньшего количества ранее проявляе- 
мых эффектов. Кроме того, можно ожидать, что первичная основа таких 
эффектов связана с метаболическими изменениями. Эти изменения иногда 
отождествляют с модификациями таких специфических химических 
веществ, как гемоглобин или гормон гипофиза (глава 6). :; 

Приняв во внимание все вышесказанное, мы можем перейти теперь 
к рассмотрению биохимической основы действия гена — биозльжической 
генетики. Сведения относительно НИИ нони действия ие 
можно получить при изучении такого признака, как еж 
Е св. В ее хо биенвы вание Я 
Легко определить точно или почти точно первичны хи} А 


нения, обусловливаемые генами. 


АЛКАПТОНУРИЯ 


я обнаруживаемое при рождении состоя- 
чи. Будучи нормальной по цвету после 
контакте с воздухом и из светлой пре- 
атем черную. Это свойство мочи сохра- 


У человека изредка встречаетс 
ние, которое влияет на цвет мо 
выделения, она скоро темнеет при 
вращается в темно-коричневую и 3 


> ека. 

Няе жизни челов о В 

та в родословных и популяций показали, что нор 
ледов у ы 


б етей любого пола, причем боль- 
маль огут иметь больных дете 
ные се ИЕ в значительно большей АН она. 
Когда родители, будучи оба нормальными, наход. И 
шениях. На основании определения частоты в и и АЕ 
В семьях и данных о том, что потемнение мочи м р 
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РИС. 32-1. 


Ряд химических веществ, Уучаствующих в образовании и метаболизме 
алкаптона. 


4-оксидаза. гомогентизиновой ‘кислоты, 5-изомераза, 6-гидролаза. Процесс 3 включа- 
ет две реакции: окисление до 2,5-диоксифенилпировиноградной кислоты и затем окис- 
лительное декарбоксилирование 


полностью или не выражено совсем, можно заключить, что больные инди- 
видуумы являются гомозиготами в отношении одной пары полностью 
рецессивных аутосомных генов. 

Потемнение мочи обусловлено окислением содержащегося в ней опре- 
деленного вещества, названного алкаптоном, или гомогентизиновой 
кислотой, а по химическому составу представляющего собой 2,5-дигидро- 
фенилуксусную кислоту (рис. 32—41). Эта болезнь получила название 
алкаптонурия \. Следует также указать, что были обнаружены отдельные 
линии, у которых, по-видимому, тот же фенотип определяется действием 
одного доминантного гена. Поскольку биохимические исследования доми- 
нантной алкаптонурии не были достаточно широкими, мы ограничим наше 
внимание лишь рецессивной формой этой болезни. 

Алкаптонурия обусловлена несомненно врожденной ошибкой мета- 
болизма и ведет к ежедневному выделению нескольких граммов алкап- 
тона. Биохимическое исследование больных алкаптонурией показывает. 
что из многочисленных проверенных веществ в ненормальных количествах 
в моче или крови появляется только алкаптон; восстанавливающие свойст- 





Последующее изложение основано на работе А. Е. Гаррода и других исследователей 
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едует 
понентол 
ведущи 
Зин при 
мелани. 


Сон 











не а А и полностью приписаны алкаптону, который она содер- 
жит. отсюда возникает возможность установить прямую связь между ря- 


дом эффектов и первичным эффектом гена или приблизиться к решению 
этого вопроса. 


Если алкаптон представляет собой вещество, образуемое мутантным 


геном, то он должен отсутствовать у гомозигот по нормальному аллелю. 
В случаях, когда больные алкаптонурией получают пять граммов алкап- 
тона, примерно такое же дополнительное количество его они выделяют 
с мочой. Нормальные индивидуумы, получившие то же количество алкап- 
тона, не выделяют его с мочой. В тех же случаях, когда нормальные инди- 
видуумы получают восемь граммов алкаптона, какую-то часть его удается 
обнаружить в моче. Эти наблюдения позволяют заключить, что нормаль- 
ные индивидуумы способны превращать алкаптон в другую форму, кото- 
рая не изменяет цвета при воздействии воздуха: такая способность, 
по-видимому, полностью утрачена больными алкаптонурией. Следова- 
тельно, ненормальная деятельность гена выражается не в образовании 
алкаптона как некоего уникального вещества. Алкаптон представляет 
собой, по-видимому, нормальный продукт метаболизма, который не накап- 
ливается у нормальных индивидуумов, так как он быстро обменивается, 
но накапливается у больных алкаптонурией. Показано, что в крови боль- 
ных алкаптонурией отсутствует фермент, присутствующий в крови нор- 
мальных лиц, который катализирует превращение алкаптона путем окис- 
ления в вещество, не дающее окрашивания. Этот фермент, оксидаза гомо- 
гентизиновой кислоты, отсутствует в печени больных алкаптонурией; 
по-видимому, у больных этот фермент изменен. 

Таким образом, алкаптон не является особым продуктом гена, опре- 
деляющего алкаптонурию, а представляет собой нормальный промежуточ- 
ный продукт метаболизма. Поскольку это вещество не является обычным 
продуктом питания, оно должно иметь химических предшественников. 
Если такой предшественник алкаптона добавлен в диету больного алкан- 
тонурией, то он превращается в алкаптон, который, в свою очередь, 
выделяется в увеличенных количествах. В случаях, когда больные алкап- 
тонурией съедают избыточное количество глюкозы, количество алкаптона, 
найденного в моче, остается неизменным, что свидетельствует о том, что 
глюкоза не является предшественником алкаптона. Однако в тех случаях, 

либо п-оксифенилпировиноградной кислоты, либо 
одной из двух аминокислот (тирозина или фенилаланина) увеличены в дие- 
ете больного алкаптонурией, выделение ими алкаптона возрастает почти 
столь же, как и содержание предшественника. Следовательно, можно 
утверждать, что алкаптон имеет ряд химических предшественников 
(рис. 32-4). В представленной схеме фенилаланин превращается в тирозин 
путем присоединения кислородазк верхнему (на о, ый 
превращается в и-оксифенилиировиноградную кислоту у Я 
аминогруппы кислородом; п-оксифенилиировиноградная кислота ПрЕРЕ 
щается с помощью других химических реакции в алкаптон. В норме алкап- 
Е ацетоуксусную кислоту с помощью процесса, вклю- 
тон превращается в ‹рытие бензольного кольца; это — первая сту- 
чающего окисление и раскр которую неспособны осуществлять больные 
оо таОМ Па тараемый путь от фенилаланина через алка- 
оный был подтвержден последующими исследова- 
к е 
ниями, в которых было идентифицировано семь катализируемых фермен 
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Н является предшественником меланина. Альбинизм (не- 

достаток или отсутствие меланина) может быть обуслов- 
н лен генетически как результат дефектного образования 
=: фермента, необходимого для превращения тирозина 


“с в меланин. 







| } В случае другой болезни, обусловленной одним 


РИС. 32-2. 
Формула фенилпи- 
ровиноградной 
кислоты 


редко встречающимся рецессивным геном, больные ин- 
с= дивидуумы страдают слабоумием или их умственное 
развитие несколько ниже нормального. Кроме того, 
у них отмечаются и другие фенотипические изменения, 
включая слабую пигментацию. Такой плейотропизм но- 
посредственно коррелирует с присутствием фенилпи- 
ровиноградной кислоты в моче больных. У таких лиц не 
происходит нормального превращения фенилаланина 


в тирозин; вместо этого аминогруппа фенилаланина 
замещается кислородом (образуется кетогруппа), в 
результате чего образуется фенилпировиноградная кислота (рис. 32—2). 
Эта болезнь получила название фенилкетонурия (глава 15). Состояние 
больных фенилкетонурией может быть частично облегчено, если коли- 


чество фенилаланина, 


ков, уменьшено в диете до количества, 


являющегося существенным компонентом бел- 


достаточного для белкового 


синтеза и недостаточного для того, чтобы какие-то ощутимые количества 
его превратились в фенилпировиноградную кислоту. Тирозин необходим 
для синтеза белка у человека; поэтому он должен присутствовать в диете 
больного фенилкетонурией в достаточном количестве. Наконец, следует 
указать, что парагидроксилаза, которая превращает фенилаланин в ти- 
розин и нормально присутствует в печени (где ббльшая часть фенилаланина 
обычно обменивается и окисляется), не была обнаружена у больных фенил- 


кетонурией. 


Врожденные дефекты метаболизма оказывают большую помощь при 
идентификации случаев, когда гены управляют метаболическими процес- 
сами. Они позволяют также определить предшественников генетически 
дефектных этапов и помогают при изучении цепей биохимических реакций 
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А — накапливает вещество `Х, но не 
образует вещество У; Б — не образует 
вещества Х, но при добавлении веще- 
ства Х способен образовывать вещество 
У; В — нормальный процесс биосин- 
теза 
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и метаболических путей. Например, если 
мутант 1 неспособен образовывать вещест- 
во У, но накапливает вещество Х и если му- 
тант 2 может образоватьтолько У при добав- 
лении вещества Х, тогда вещество Х долж 
но быть предшественником У (рис. 32—93). 

Биохимическая генетика представляет 
особый интерес и в другом отношении. 
В случаях, исследованных наиболее тща- 
тельно, удается проследить путь от ряда 
эффектов обратно к той точке, где только 
один эффект определяется геном, как в 
случае алкаптонурии. Совершенно неве- 
роятно, что дальнейшее изучение гена, 
определяющего алкаптонурию, позволит 
обнаружить другой фенотипический эф- 
фект, который, будучи соответственно 
изучен, покажет, что он возникает не- 
зависимо от изменения оксидазы гомоген- 
тизиновой кислоты. Следовательно, пред- 
ставленные данные можно рассматривать 
как одно из доказательств того, что этот 
тен оказывает влияние на фенотип только 
одним первичным способом. 
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ГИПОТЕЗА «ОДИН ГЕН — 
ОДНА ПЕРВИЧНАЯ ФУНКЦИЯ» 


Данные биохимической генетики, 
в главе 6), привели нас к 
каждый ген имеет только о 
все плейотропные проявл 
Если бы гипотеза ‹один 


была доказана, то это помогло бы определить размер или протяженность 
генетического материала, 


= деятельность которого обусловливает один 
первичный эффект. Такие данные способствовали бы выяснению природы 
функциональной генетической единицы; однако следует указать, что 
такого рода информация зависит от того, как понимается первичный 
эффект и что идентифицируется как фенотипический эффект. Кроме 
того, гипотеза «один ген — один первичный эффект» позволяет сделать 
дополнительные выводы. Если нам известна природа первичного эффекта, 
то известно также, что такой первичный эффект — всегда результат дея- 
тельности одного гена. Чтобы проверить это предсказание, необходимо 
установить, какие из проявлений фенотипа являются первичными эффек- 
тами действия генов. 

Случаи, которые мы только что рассматривали, показывают, что пер- 
вичный эффект мутантного гена проявляется в каталитической способно- 
сти фермента. Если допустить, что каталитическая способность всех 
ферментов определяется первичной деятельностью генов, то окажется 
возможным изучить любой фермент и показать, что его каталитическая 
способность может быть изменена или утрачена в результате мутации. 
Экспериментальное подтверждение гипотезы «один фермент — один, ген» 
должно также обеспечить определенное — хотя и ограниченное — под- 
тверждение более общей концепции «один ген — один первичный феноти- 
пический эффект». 


ГИПОТЕЗА «ОДИН ФЕРМЕНТ— ОДИН ГЕН» 


Меитозрога представляет собой очень удобный объект не только для изу- 
чения генетической рекомбинации (стр. 133); некоторые ее свойства делают 
этот организм очень удобным для биохимических исследований. № еи- 
гозрота способна синтезировать все необходимые для существования и ре- 
продукции компоненты, используя очень простую питательную среду. 
Эта среда может состоять из воды, ряда неорганических солей (включая 
источники азота, фосфора, серы и следовые количества различных суще- 
ственных элементов), источника углерода и энергии (например, сахара) 
и единственного витамина, биотина. Из этого сырья она может синтези- 
ровать 20 различных аминокислот, все необходимые витамины (кроме 
биотина), пурины, пиримидины и вообще все необходимое для ее жизнеде- 
ятельности. Согласно рассматриваемой гипотезе, могут быть индуциро- 
ваны мутации, которые приведут к изменению каталитической способности 
ферментов, в результате чего будут блокированы различные химические 
синтезы. 

| ступень в биосинтезе витамина В: (тиамина) и пред 
ставляет собой ферментативное соединение одного и В т н. ыы 
ным производным пиримидина. Если каталитическая актив ыы т 
фермента определяется первичным деиствием генов, то, ме к 
но получить мутации в гене, определяющем в норме и не ог 
бремени ан ко 
акту -0об го фермента, и ` 
о а м то мутантный и будет ауксотрофом 
и будет нуждаться в присутствии в среде витамина Б;. 
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Для выделения таких В!-зависимых мутантов можно провести эксне- 
римент (С. \/. Веае, Е. Г. Таба, 1959), в котором гаплоидные споры, 
образуемые бесполым путем, обрабатывают мутагенами, например, рент. 
теновыми или ультрафиолетовыми лучами. Обработанные споры выращи- 
вают затем на основной среде, содержащей витамин В. Среди проросших 
в таких условиях спор будут присутствовать как прототрофы в отношении 
В;, так и ауксотрофы, которые получают В, из культуральной среды. 
После того как споры проросли достаточно хорошо, каждый из проростков 
помещается на минимальную среду, в которую добавлены производные 
тиазола и пиримидина; последние служат непосредственными предшествен- 
никами витамина В,. (Все другие ингредиенты, за исключением самого В 
могут быть также добавлены, однако они не влияют на результат экспе- 
римента.). Культуры, которые не способны расти на среде, содержащей 
прямые предшественники В;, явно дефектны в отношении фермента, ката- 
лизирующего последнюю ступень биосинтеза В,. Клоны таких культур 
ведут от колоний, растущих в присутствии В:. Для изучения и локализа- 
ции генетической основы ауксотрофности в отношении В, каждый из та- 
ких гаплоидных штаммов скрещивается с гаплоидным штаммом, нормаль- 
ным в отношении синтеза В;,. В клетках образующегося диплоидного 
гибрида происходит мейоз (глава 9). В результате образуется аск, 
содержащий восемь гаплоидных аскоспор. Каждая из восьми аскоспор 
извлекается и выращивается на миниальной среде с В,. Если проверяемый 
таплоидный штамм оказывается в самом деле недостаточным по В,, то 
последующая пересадка каждой из восьми гаплоидных культур на мини- 
мальную среду без В, дает ровно четыре штамма, которые могут расти в та- 
кой среде, и ровно четыре, которые в этих условиях не растут. Таким 
образом удается выделить недостаточные по В!-мутанты, которые не содер- 
жат конечной в цепи синтеза этого витамина ферментативной активности, 
что и следовало ожидать, основываясь на нашей гипотезе. 

Если проанализировать таким образом ряд асков определенного мутан- 
та, то можно картировать местоположение мутации относительно центро- 
меры хромосомы, в которой она расположена (см. рис. 9—9). 
В случаях, когда между локусами мутанта и центромерой не встречается 
хиазм, расщепление нормальных (--) и мутантных [1% (Ват те)] аллелей 
будет встречаться в первом мейотическом делении; поскольку послед- 
ние два деления в асках следуют друг за другом после первого, то 
восемь аскоспор должны быть расположены в следующем порядке: 
++ № Ш №. 

Если, однако, между мутантом и центромерой будет иметь место одна 
хиазма, то расщепление произойдет во втором мейотическом делении 
и аскоспоры будут расположены в следующем порядке: 


МИ, 


Если сделана запись порядка расположения спор в каждом аске, 
порядок расщеплений при первом или втором делении может быть уста- 
новлен после того, как будет определен генотии спор. В случаях, когда 
в 20% асков расщепление произошло во втором делении (две -- споры, 
чередующиеся с двумя # спорами), 20% тетрад имели хиазмы между 
мутацией и центромерой. Следовательно, мутация расположена на рас- 
стоянии 40 единиц картирования от центромеры. 

Таким способом был локализован ряд независимо полученных точечных 
мутаций, дефектных в отношении фермента, катализирующего послел- 
ню ступень биосинтеза. В,. В результате удалось показать, что все они 
расположены на одной и той же хромосоме и, по-видимому, на одинаковом 
расстоянии от центромеры. Этот факт дает возможность предполагать, что 
каталитическая способность определенного фермента является результа- 
том действия одного определенного гена. 
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аи ие я рушение синтеза которых может при- 
Вене Знохимической мутацииВыровшиеенужьнуиы перенйентон ана 
новную (минимальну х й р 
У ую) среду. Те из них, которые оказываются 
не оЫИ "ВЕСИ на такой среде, регистрируются как мутантные 
культуры, утратившие способность синтезировать какой-либо из компо- 
нентов, добавленных к основной среде. Специфичность мутации определяет- 
ся посредством проверки роста на основной среде, обогащенной в каждом 
случае одним из компонентов, входивших в состав полноценной среды. 
Были разработаны также методики селективного избавления от немутант- 
ных клеток. Так, например, спорам давали возможность расти в течение 
короткого промежутка времени на минимальной среде, после чего их 
подвергали либо фильтрации, в результате которой происходило разделе- 
ние больших (прорастающих) немутантных спор и значительно меньших 
(нерастущих) мутантных спор, либо действию антибиотика, который 
убивает активно растущие культуры, но не влияет или влияет незначи- 
тельно на нерастущие споры. В результате образец, проверяемый позднее 
на наличие в нем мутантных клеток, может быть обогащен последними. 
Оказалось также возможным выделить мутанты в отношении неизвестных 
факторов роста путем обогащения культуральной среды экстрактами 
нормальных штаммов У еигозрога, содержащими как известные, так 
и неизвестные вещества, необходимые для роста этой плесени. Мутанты, 
требующие присутствия каких-то неизвестных факторов роста, могут 
быть использованы в специфических биохимических исследованиях для 
выделения и идентификации таких веществ. 

Такие усовершенствования в методиках выделения биохимических 
мутантов у №Меитозрога ускоряют проведение дополнительных исследова- 
ний для проверки предполагаемой взаимосвязи фермент— ген. Опишем 
кратко еще два примера. В первом случае имело место изучение конечной 
ступени в биосинтезе аминокислоты триптофана, в течение которой про- 
исходит соединение индола (в виде индолглицеролфосфата) с 3-углеродной 
аминокислотой серином, катализируемое ферментом триптофансинте- 
тазой. Были выделены независимо возникшие точечные мутанты, у ко- 
торых блокирована последняя ступень биосинтеза. Было показано, что 
из 25 изученных мутаций все 25 расположены в одной и той же хромосоме, 
приблизительно в одном и том же локусе. й 

Во втором случае изучались мутанты, несущие блок в конечной ступени 
биосинтеза аденина, катализируемой ферментом аденилсукциназой. Этот 
фермент отщенляет янтарную кислоту от аденил-янтарной кислоты, в ре- 
зультате чего образуется аденин. Из 137 независимо выделенных точечных 
мутаций, приводящих к полной потере или Орал лишь незна- 
чительную активность аденил-сукциназы, вое, и поналивованы 
на одной хромосоме примерно в одном и том же са-Р т а. 
рующие различные ферменты, различны и локализу: разных разд. 
лимых участках генома. свультаты, полученные для других ферментов 

Эти и подобные этим р ным подтверждением гипотезы, предпо- 
У Меитозрога, служат существен ферментов находится по 
лагающей, что каталитическая способность всех ферменто д д 
контролем тенов. Добавление В,, триптофана или аденина в качестве рос- 
товых факторов в среду культивирования мутантов, дефектных по фермен- 
там, непосредственно ответственным за соответствующие синтезы, делает 
плесень совершенно нормальной или почти нормальной. Этот факт под- 
тверждает РН эти гены способны осуществлять только одну функцию, 
выражающуюся в определении каталитической одобобиесли одного 

мента. Если бы ген имел не один первичный эффект, то невозможно было 
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бы в любом случае восстановить нормальный или почти нормальный рост 
посредством возмещения одного питательного дефекта. Во всех описанных 
случаях ферментативная недостаточность обусловлена дефектом только 
в одном специфически локализованном участке генетической карты; 
поэтому общая каталитическая способность фермента является, 
по-видимому, результатом первичной деятельности одного гена. 


ГИПОТЕЗА «ОДИН ГЕН — ОДИН ПОЛИПЕПТИД» 


Известно, что все ферменты целиком или по крайней мере частично явля- 
ются белками, а каталитическая активность фермента обусловлена его 
белковой частью и (часто) добавочными кофакторами. Белки состоят 
из аминокислот (рис. 32—4), соединенных друг с другом пептидными свя- 
зями, имеющими место между карбоксильной и аминной группами, в ре- 
зультате чего образуется полипептидная цепь. Каталитическая активность 
фермента зависит от числа и типа содержащихся аминокислот, их порядка 
в полипептиде, а также от числа полипептидных цепей, характера распо- 
ложения частей полипентидной цепи относительно друг друга и характера 
расположения различных полипептидных цепей белка относительно друг 
друга. 

У бактерии Е зерен ма сой был обнаружен фермент триптофансинтета- 
за, который можно обработать ш УЙго таким образом, что он диссоции- 
рует на два белка, т. е. на две полипептидные цепи. Как и следовало 
ожидать, ни одна из этих цепей не имеет обычной ферментативной актив- 
ности. Однако при вторичном объединении таких цепей нормальная фер- 
ментативная активность восстанавливается. Очевидно, для существова- 
ния специфической ферментативной активности обе цепи должны быть 
соединены. Способность двух цепей легко разъединяться и снова соеди- 
няться свидетельствует о том, что, по-видимому, не существует сложного, 
контролируемого геном, физического или химического изменения, необ- 
ходимого для их объединения. Следовательно, основа катализирующей 
способности фермента должна быть заложена в самой природе полипептид- 
ных цепей, которые, соединяясь, образуют определенный фермент— трипто- 
фансинтетазу. Такое заключение ведет к предположению, что каждая из це- 
пей может быть результатом первичного действия различных генов. 

Оказалось возможным получить ряд бактериальных мутантов, 
Уутративших активность триптофансинтетазы (С. Уапо{зКу, 1.. Р. Сгау- 
Гога,1960). Некоторые из них были дефектны в отношении одной полипеп- 
тидной цепи, другие — в отношении другой. Генетические исследования 
показали, что все мутации, обусловливающие дефект в одной цепи, могли 
быть отделены посредством рекомбинации от мутаций, обусловливающих 
дефект в другой цепи, хотя при этом затрагивались смежные области гене- 
тической карты. В этом случае мы можем рассматривать две смежные обла- 
сти либо как один функциональный ген, либо как два отдельных гена. 
Поскольку природа этого фермента, по-видимому, зависит.от того мате- 
риала, который каждая из этих двух генетических областей образует в от- 
дельности, можно считать, что существуют два гена и что каждый ген пол- 
ностью определяет характер полинептидной цепи. Соединение двух цепей, 
составляющих триптофансинтетазу, может быть каким-то образом связано 
с тем, что оба эти гена сцеплены. и 

Какое отношение имеют эти результаты к общей гипотезе «один ген — 

один первичный фенотипический эффект»? Общая гипотеза остается неиз- 
менной; однако частную гипотезу —«один фермент — один ген»— прихо- 
дится уточнить. Ее следует теперь формулировать так: «один полипептид — 
один ген», имея в виду, Что состав полипептидной цепи полностью опреде- 
ляется одним геном. Тогда, согласно общей гипотезе, первичная функция 
по крайней мере некоторых генов состоит. всецело в определении аминокис- 
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РИС. 32-4. ь 
20 встречающихся обычно аминокисло 


липептида. Если гипотеза «один полипептид — один 

то следует полагать, что каждая полипептидная цепь 
тень правильна, т включая белки, лишенные ферментативной активно- 
в каждом нет пределяется первичным и единичным действием одного 
сти, — всецело 


гена. 


лотного состава по. 


МОГЛОБИНА 
БИОХИМИЧЕСКАЯ ГЕНЕТИКА ГЕМО 


1 представляет собой белок с молекулярным весом 
иена оятно, у человека) молекула гемоглобина 
55 Хх 55х 7О0А. Эта молекула состоит 


У человека гемогл 2% 
| около 66 700. У лошади пе 
имеет форму сфероида и ра 


сотах В. Ингрема, Л. Полинга и др. 
1 Изложение основано на работах В р 
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РИС. 32-5. 


«Отпечатки пальцев» \ертадные карты) гемоглобина, полученные после его обработки 
трипсином (В1осВйи. В1орВуз. Асйа, 1961, 48, 392—396) 


из двух димеров. Каждый димер содержит две идентичные полипептид- 
ные цепи, а полипептиды двух димеров обычно различны. Каждая из че- 
тырех мономерных цепей содержит около 140 аминокислот и имеет моле- 
кулярный вес около 47 000. Цепи частично свернуты в так называемые 
правовращающиеся спирали, причем разные цепи свернуты относительно 
друг друга строго определенным образом. Каждая цепь имеет группу 
гема, содержащую железо, которая попадает в углубление на внешней 
стороне спиральной цепи. В целом молекула гемоглобина содержит четыре 
группы гема (по одной на каждую цепь) и около 560 аминокислот. Впредь 
мы будем рассматривать данные, связанные лишь с белковой частью этой 
молекулы, так называемым глобином, так как группы гема не связаны 
с обнаруженными изменениями. 

Гемоглобин нормального взрослого человека содержит три компонента: 
А (или А,), А, и А.. Компонент А, названный гемоглобином А(НЬ —А), 
составляет примерно 90% от всего гемоглобина, в то время как компонент 
Аз(НЬ — А») — около 2,5%. Остающиеся примерно 7,5% приходятся 
на компонент Аз; последний представляет собой, по-видимому, НЬ — А, 
который изменился химически в результате старения красных кровяных 
телец. 
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Последовательность аминокислот в пептидных @- и В-цепях НЬ—А. 


Аминокислоты, окруженные сплошной линией, идентичны в обеих цепях и в них занимают одинако- 
вое положение. Аминокислоты пронумерованы последовательно начиная с М-конца (У. М. аегаш) 


ы Гемоглобин А. п Уйго гемоглобин А может быть разделен на два типа 
томодимеров и снова воссоединен с восстановлением тетрамера и. 
и (С. Сидов, \. КошезЪеге, Г. С. Ста, 1963). Так как соответствующие 
Юй мономеры получили название ея иВ Х обратимую реакцию можно записать 
следующим образом: 92 Ва г а + В». С помощью трипсина, который спе- 
цифически разрывает пептидные связи между карбоксильными Ами 
лизина или аргинина и аминогруппами других аминокислот, глобиновая 
часть молекулы может быть подвергнута также Е перевариванию. 
В результате такого переваривания образуется 28 небольших полипепти- 
дов, или пептидов, каждый в двойном количестве (так как имеются две 
цепи каждого типа), а также не подвергшаяся расщеплению ЕН 
составляющая примерно 25% от первоначального количества глобина. 
С помощью бумажной хроматографии удается разделить эти 28 пептидов. 
Для этого используют различную скорость продвижения пептидов, 
когда перевар, содержащий их, подвергнут действию вл крьк поля 
или различных растворителей. Такая Я ведет вы С ВараждЕоя 
каждым из пептидов на хроматографической умаге отд Е еорьыы 
на — «отпечатка пальца» (рис. 32—5); каждому о ку 
пальца») дается отдельный номер; затем он пой г же на со- 
держание аминокислот. Например, пептид + р км м * ами- 
нокислот в следующей руин. Г и ре 
р оченой ыы жж реенеоь можно расщепить сердцевину глобина 
и = монет. — ее пептидов. После выполнения этих и других 
а ен процедур можно определить последовательность всех 
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аминокислот в ©^ и ВА-цепях (рис. 32—6). Следует отметить, что валин в 
пептиде 4 находится в М№-конце цепи В. 

Гетерозиготы по гену серповидноклеточности имеют «признак серпо- 
видноклеточности», легко определяемый в условиях значительно меныше- 
го, чем нормальное, парциального давления кислорода; гомозиготные 
носители этой мутации поражены «серповидноклеточной анемией» и их 
красные кровяные клетки оказываются серповидными даже 
когда парциальное давление кислорода уменьшено нетак резко.Гемоглобин 
больных разделили на пептиды и определили их аминокислотный состав. 
Гомозиготный мутант имеет гемоглобин, идентичный гемоглобину А, 
с одним исключением: шестая аминокислота в пептиде 4, глутаминовая 
кислота (выделена курсивом в только что приведенной последовательности), 
замещена валином (см. также рис. 32—5). Гетерозигота образует оба типа 
гемоглобина: ненормальный, названный гемоглобином 5(НЬ — 5), и гемо- 
глобин А. Последующее изучение гена серповидноклеточности (см. главу 6 
и стр. 224) показало, что множественные фенотипические проявления, 


наблюдаемые в потомстве, представляют собой следствие замещения одной 
этой аминокислоты в ВА-цепи. 


Известен и другой мутант, п 


в тех случаях, 


ричем мутация, определяющая его, рас- 
положена в той же хромосоме, где локализован и тен серповидноклеточ- 
ности. Этот мутант образует гемоглобин С, который отличается от гемо- 
глобина А тем, что у него та же самая молекула глутаминовой кислоты 
в ВА-цепи замещена на этот раз лизином. Другое генетическое изменение 
ведет к образованию еще одного типа гемоглобина, гемоглобина С. Ами- 
нокислоты во всех пептидах, полученных после обработки гемоглобина С 
трипсином, те же самые, что и у гемоглобина А, кроме седьмой от М- 
птиде 4. В этом случае глутаминовая кислота 
замещена глицином: 

Вал — Гис — Лей — Тре — Про — Глу — Гли — Лив... 

В В-цепи в данном случае изменена аминокислота, занимающая другое 
положение. В гемоглобине Е глутаминовая кислота, нормально найденная 
в положении 26 цепи В^ (см. рис. 32—6), замещена лизином; вероятно, это 
единственное изменение в целой молекуле. 

Приведенные данные показывают, что различные мутации ведут к за- 
мене отдельных аминокислот в различных участках В-цепи другими ами- 
нокислотами. Хотя генетическая основа для ряда мутаций еще точно не из- 
вестна, имеются данные, позволяющие полагать, что все эти мутации 
локализуются в одной и той же хромосоме. Простейшим объяснением пред- 
составляется следующее: ВА-цепь определяется единичным геном, различные 
мутанты которого вызывают те или иные из перечисленных выше замеще- 
ний различных аминокислот. 

Наряду с уже описанными были найдены и другие типы гемоглобина А. 
В некоторых случаях изменена последовательность аминокислот в &-цепи, 
как в случае гемоглобина 1 (в котором изменение произошло в положении 16) 
и гемоглобина «Нор&тз-2». Гомозиготы в отношении гемоглобина А 
имеют молекулу о В; гемоглобин гомозигот в отношении гена серповид- 
ноклеточности может быть записан как 0 В5, а молекула гемоглобина 
гомозигот в отношении образования гемоглобина [ может быть записана 
как отва. Список ряда химических вариантов НЬ — А, определяемых гене- 
тически, дан на табл. 32—1. В каждом случае замещена одна какая-либо 
аминокислота. 

Биохимическая генетика НЬ — А подтверждает 
согласно которому, синтез глобина, неферментативного белка, определяется 
первичным действием гена. Пока еще трудно решить, участвует ли в син- 
тезе гемоглобина А один или несколько генов. Существует следующий ряд 
доказательств, указывающих на независимую спецификацию ©:- и В-цепей: 


предположение, 
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Таблица 32—1 


ГЕНЕТИЧЕСКИ ОБУСЛОВЛЕННЫЕ ВАРИАНТЫ Н»Ь—А 



































- Положение 
Тит НЫ аминокис- Характер 
лоты замены 
В-цепь 5 6 Глу>Вал 
й 6 Глу>Лиз 
Сан-Хозе у Глу>Гли 
: 25  Глу—>Лиз 
р И Саскатун 63  Гис>Тир 
Цюрих 63 Гис->Арг 
М милуоки-1 67 Вал>Глу 
О дравия 122  Глу>Лиз 
Впенджкаб (О кипр) 121 Глу>Глу-МНь 
я-цепь 1 Лиз-Асп 
Стонолулу Глу—>Глу-МНз 
Норфолк Глу->Асп 
М Бостон Гис>Тир 
С филадельфия (Сазануьли) Асп-МН»>Лиз 
1 О Индонезия 116 Глу>Лиз 
г 1) мутации, ведущие к изменениям в В-цепи (дающие гемоглобины 


т 3, С, Е, С), не вызывают изменений в ©-цепи; 
(лот 2) мутации, которые ведут к изменению ©-цепи (дающие гемоглобины 
Ги Норк!з-2), не вызывают изменений в В-цепи. 

Другое доказательство, согласующееся с независимой спецификацией 
а- и В-цепей, получено при изучении лиц, обладающих как Нортз-2, 
так и $-гемоглобинами. Известно, что у таких индивидуумов один из роди- 
телей имеет гемоглобин такого же типа, а другой — нормальный гемоглобин 
А. Однако такие индивидуумы имеют потомство, которое образует либо 
темоглобин типа НорЕ!пз-2, но не З-гемоглобин, либо только $-гемогло- 
бин. Следовательно, индивидуумы, имеющие Норпз-2 -- 5-гемогло- 
бины, не могут быть моногибридами. По-видимому, они дигибрид- 
ны, так как аномальные гемоглобины встречаются у разных потомков как 
отдельно, так и вместе. Доля рекомбинантного потомства оказывается доста- 
точно большой; следовательно, эти два локуса либо не сцеплены, либо, 
если и сцеплены, то их сцепление не очень тесное: Пони таких дигибри- 
дов можно изобразить следующей формулой: 1? алВЗВ“. 

Две <-- и две В-цепи в определенной молекуле глобина идентичны даже 
У гетерозигот. Если Нор&шз - 2-- 5- НИВУ дигибридны Вт отНо- 
шении мутаций, локализующихся в отдаленных друг от друга локусах, то 


н Но-—2 
вполне вероятно, что две о-цепи, определяемые геном аНо-® (т. е. и °°) или 
теном А (0%) 


‚ будут образовываться независимо от двух В-цепей, опреде- 
8 (р5. 
ляемых геном В” (В) 


или геном в^(В%). Если это так, то любой продукт 
двух различных генов, определяющих %, должен быть сцепленным с лю- 
бым из двух различных продуктов генов, определяющих В. Соответствен- 
но ожидается, что дигибриды, о ото шла речь, должны иметь все 
о, ао ва: а В; и» В». Удалось показать, что 


н 
четыре типа глобина: %& : 2 Рз; . ‚ чт 
это  БНЕИНРЫО так (Н. А. Мапо и Е. А. Во тзоп, 1960; С. ВахПопи, 


1963). 5 
гей А.. Тетрамер гемоглобина А.(НЬ — А.), присутствующий 
ы ека, может быть разделен на два 








в крови нормального взрослого челов 
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А 
димера и затем на отдельные «отпечатки». Один димер еьН ал; дру- 
той димер назван 6%. Цепь 6“ очень напоминает цепь В^. Среди 146 
веществ, составляющих ее, найдена разница так по 4 (может быть, 

А . 
по 8) аминокислотам. Формула НЬ — А›— 565 `. Цепеллини обнаружил 
отдельных индивидуумов, образующих только около половины нормаль. 
ного количества НЪ — А.. Вместо утраченного компонента они содержат 
равное количество нового гемоглобина НЬ — В.. Результаты анализа 
«отпечатков» цепей НЬ — В, показывают, что тетрамер содержит две а 
и две 6-цепи. Дальнейшие анализы показали, что &-цепи представлены 


т ©) нормальны, тогда как в 6-цепи произошло замещение одной ами- 
нокислоты, по-видимому, приведшее к замене Гли —> Арг в положении 16. 
Следовательно, формула НЬ — В, может быть записана как 08, 

Следует указать, что индивидуумы с НЬ — В, образуют нормальный 
НЬ — А, оставляя таким образом цепь В^ неповрежденной. Цепь 6, по-ви- 
димому, определяется геном 6, который не аллелен ни &^, ни ВА-генам. 
Более того, индивидуумы, образующие гемоглобины НЬ — А иНЬ — В,, 
являются, по-видимому, генетически гибридными — 64:68». 

Рассмотрим теперь результаты исследования одной из семей, в которой 
муж имел НЬ — 5(е2 85) иНЬ — В, (41 65°), ажена — нормальный тип крови 
(НЬ — А, НЬ — А.,). Они имели 6 детей. Те из них, которые образовывали 
НЬ — 5, не имели НЬ — В., и наоборот. Поскольку один из дефектов 
гемоглобина в гемоглобине отца был представлен у каждого из его родите- 
лей, простейшее объяснение может быть найдено в предположении, что 
6- и В-гены сцеплены и что среди детей не встречаются кроссоверные реком- 

а^ В85А: ы. 
ад абв, - Действи- 
тельно, отец имел четыре типа гемоглобинов: НЪ — А, НЬ — $, НЬ — А,, 
НЬ — В.. Найдено также, что гетерозиготы в отношении НЬ — [ образу- 
ют не только НЬ — АиНЬ — Т, но также и НЬ — А. и дефектный НЬ — 
А* типа 016^*. Димеры о-цепи, по-видимому, случайно объединяются с ди- 
мерами В- и б-цепей. 

Гемоглобин ЕР. Эмбриональный гемоглобин, гемоглобин Е, имеет 
две В-цепи, подобные а-цепям гемоглобина А взрослых. Поэтому ли- 
ца с мутантными @А-генами образуют НЬ— Е, У которого цепи 
имеют те же дефекты, как и НЬ — А. Две другие цепи в НЬ — Е отли- 
чаются от р-, 6-ио- цепей и получили название -цепей; поэтому формула 
нормального гемоглобина Г — а4уь. Последовательность аминокислот 
в }!-цепи НЬ — Еприведена на рис. 32—7. Гомозиготы в отношении гена 
серповидноклеточности способны образовывать гемоглобин Роуё, кото- 
рый ведет себя подобно нормальному, что свидетельствует о том, что изме- 
нения в В-цепях не влияют на у-цепи. Полагают, что некоторые известные 
дефектные типы НЬ — Е несут изменения в 7-цепи. Поэтому вполне веро- 
ятно, что особый ген, уР, определяет *-цепи и имеет какие-то аллельные 
состояния. НЬ — А появляется у эмбрионов не ранее 20-й недели развития 
и постепенно вытесняет НЬ — Е; однако даже при рождении в крови еще 
сохраняется какое-то количество НЬ — Е. 

Факт замены НЬ — Е на НЬ — А свидетельствует о том, что в опре- 
деленный момент развития ген у перестает работать, «выключается», 
тогда как ген В“ «включен». 

Представленные данные показывают, что в образовании эмбриональ- 
ного гемоглобина и гемоглобина взрослых участвуют четыре гена: «, В, 6 
и 7. Результаты всех исследований подтверждают точку зрения, согласно 

которой каждый тип полипептидной цепи в гемоглобине определяется 
всецело одним геном. Гетерозиготы в отношении мутаций, влияющих 


бинанты. Следовательно, генотип отца должен быть 


на гемоглобин, встречаются редко, а карты групи сцеплений у человека 
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РИС. 32-7. 


Последовательность аминокислот в пептидной В-цепи НЬ—А и у-цепи НЪ-—Р. 
Остальные обозначения см. рис. 32—6 (У. М. Таегат) 


еще далеко не полны; поэтому изучение точного относительного располо- 
жения различных генов весьма затруднено. По тем же причинам трудно 
изучить аллелизм гемоглобиновых мутаций, повреждающих одну и ту же 
цепь. 


МОЛЕКУЛЯРНАЯ ЭВОЛЮЦИЯ ГЕМОГЛОБИНА ‹ 


Миоглобин, белок мышц современных животных, состоит из одной цепи, 
содержащей 155 аминокислот, которая частично образует правовращаю- 
щуюся @-спираль и несет на своей поверхности одну группу гема. При 
сравнении последовательности аминокислот миоглобина с последова- 
тельностью аминокислот @- или В-цепей гемоглобина были найдены 
многочисленные различия. Однако несмотря на эти различия, по длине 
цепи еще сохраняется ряд мест, где на обоих типах цепей встречаются 
одни и те же аминокислоты. Существованием такого сходства, вероятно, 
объясняется тот факт, что оба типа цепей одинаково расположены в трех- 
мерном пространстве. Вполне возможно, что такое сходство частично 
(а возможно и полностью) обусловлено конвергентной эволюцией нерод- 
ственных генов; однако сходство цепей можно объяснить также и тем, что 
гены, определяющие существующие теперь цепи, произошли от одного 
"МныИ в: ген а, послуживший «предком», должен был 
иметь дупликацию в геноме, возникшую Посрелетноы одного из д 
мов, обсуждавшихся в главе 12, так как аи виды обладают 
отдельными локусами, осуществляющими контроль за образованием мио- 
глобина и гемоглобина. Последующие мутации одного из двух генов дуп- 


1 См. работы В. Ингрема (1964) и С. Анфинсена (1959). 
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ликации могли привести к образованию 
того локуса, который в настоящее время 
контролирует образование миоглобина, 
тогда как мутации в другом гене обу- 
словили появление локуса, связанного 
с образованием цепей гемоглобина. Та- 
кая гипотеза подтверждается данными, 
показывающими, что гемоглобин миноги 
содержит одну полипептидную цепь с 
молекулярным весом около 17000, а 
гемоглобин миксины представляет со- 
бой, по-видимому, подобный мономер 
или, возможно, димер с молекулярным 
весом около 34000. 

Все известные гемоглобины позво- 
ночных, за исключением миноги, имеют 
цепь, которая начинается с последова- 
тельности Вал — Лей, поэтому все они 
могут быть продуктами мутантных а. 
Соответственно предполагается, что ис- 
ходным геном для гемоглобина был 
ген а, после того как он образовался, 
он мутировал в аллель, полипептидный 
продукт которого способен образовывать димер; отметим, что димеризация 
повышает эффективность а-цепей как носителей кислорода. Далее, допу- 
стим, что а-локус удвоился и что один из образовавшихся локусов мути- 
ровал к у, контролирующему образование -цепей, которые, в свою очередь, 
ооразуют не только димеры, но также тетрамеры с а-димерами. Тетраме- 
ром должен быть эмбриональный гемоглобин @75. Тетрамерный гемо- 
глобин, по-видимому, более эффективен, чем димерный гемоглобин. 

3 какого гена, а или у, возник ген, определяющий образование В-це- 
пой? Известно, что ВА- цепь отличается как от а^-, так иу7-цепей пример- 
но 21—23 аминокислотами; поэтому трудно сказать, какой из последних 
двух типов был исходным для гена В-цепи. Было открыто много мутаций, 
затрагивающих как а-‚так и В-цепи, однако в популяции с заметной часто- 
тои встречаются лишь мутации, влияющие на В-цепь. Эти данные вместе 
с упоминавшимися ранее данными о сходстве а-цепей у позвоночных 
позволяют предполагать, что в тетрамере более невыгодные условия соз- 
даются в результате изменения в а-димере, чем при изменении В-цепи. 
Напомним, что изменение в гене а модифицирует гемоглобины как эмбрио- 
на, так и взрослого индивидуума. Возможно также, что определенные 
изменения а-цепи вызывают потерю способности образовывать тетрамеры. 


Гомотетрамер а, а^, возможно, не способен существовать, хотя В-цепи 


могут образовывать ва, а у-цепи способны образовывать Е . На основании 
этих рассуждений мы можем заключить, что ген В представляет, по-види- 
мому, один из двух продуктов дупликации у-гена. 

Как уже указывалось ранее, цепи ВА и 04: отличаются менее чем 
10 аминокислотами. По-видимому, в геноме произошла дупликация В-ге- 
на, и один из двух образовавшихся генов вследствие мутации становится 
6-гёном; реальность такой дупликации недавно была подтверждена обна- 
ружением незначительных различий по аминокислотам между ВА и 6^- 
цепями, а также данными о сцеплении генов В^ и 64: и об ограниченной 
встречаемости А,-подобного гемоглобина у приматов. Суммируя все 
вышесказанное, следует указать, что вероятно посредством генной дупли- 
кации и внутренних мутаций исходный ген а дал начало, с одной стороны, 
гену, контролирующему образование миоглобина, а с другой — после- 
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ГАРРИЕТ ЭФРУССИ-ТЕЙЛОР, 
БОРИС ЭФРУССИ И ЛЕО СЦИЛАРД 
(1951 г.) 


довательности генов о > у->В->6. Так как полипептиды являются, 
по-видимому, первичными продуктами деятельности генов, то изучение 
их должно в значительной мере способствовать пониманию молекулярных 
основ эволюции. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Биохимическая активность, необходимая для существования прото- 
плазмы, контролируется ядром, точнее генами, которые содержатся в нем. 
Биохимические реакции происходят в последовательности, которая обра- 
зует разветвленные метаболические пути, ведущие к химическим, физио- 
логическим, морфологическим, возрастным проявлениям фенотина. В силу 
такой разветвленности метаболических путей большинство, а возможно 
и все гены имеют плейотропный эффект. Г 

Исследование фенотипических различий, обусловливаемых различ- 
ными аллелями, и прослеживание всего пути вплоть до гена, приводящего 
к появлению таких различий, показывает, что гены проявляют свои 
функции на метаболическом уровне. 

Изучение врожденных ошибок метаболизма у человека показывает, 
что гены контролируют различные ступени в биохимических процессах, 
влияя на ферменты; и в этих случаях такое влияние, по-видимому, пред- 
ставляет собой первичный и единственный результат деятельности гена. 

На основании этих экспериментальных данных предлагается гипотеза 
«один ген — один первичный эффект», согласно 030008 ЧЕН обладает 
только одной первичной функцией и любая ПоВВинаЯ функция является 
результатом действия одного гена. Для проверки общей гипотезы пред- 
ложена частная гипотеза «один фермент — один ген», которая получила 
ение в биохимических и генетических исследованиях ауксотроф- 
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на быть уточнена и сформулирована как гипотеза «один полипептид — 
один ген». 

Таким образом, аминокислотный состав каждого полипептида пол. 
ностью определяется первичным действием одного гена. Следовательно, 
подтверждается и гипотеза «один ген — один первичный эффект», и можно 
заключить, что один из способов первичного действия гена — это опреде- 


ление аминокислотного состава полипептида. Результаты этих исследова 
ний открывают путь для изучения эволюции на биохимическом уровне 
в частности, молекулярной эволюции гемоглобина. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


32.4. Перечислите пять болезней человека, вызываемых врожденными 
ошибками метаболизма. 

32.2. В каком случае можно излечить врожденную ошибку метабо- 
лизма? 

32.3. Все ли мутации приводят к врожденным ошибкам метаболизма? 
Объясните. 

32.4. Какие Вы можете привести доказательства того, что гены контро- 
лируют различные этапы биосинтетической реакции? 

32.5. Существует ли в какой-то мере зависимость между изучением 
мутаций и представлением о функциональной генетической единице? 
Объясните. 

32.6. Считаете ли Вы, что доказательство гипотезы «один ген — один 
первичный эффект» добавило бы что-либо к нашим представлениям о хими- 
ческих свойствах гена? Объясните. 

32.7. С помощью каких исследований — морфологических, физиоло- 
гических или биохимических — можно получить наиболее полную инфор- 
мацию о гене? Почему? 

32.8. Считаете ли Вы, что концепция о функциональной единице имеет 
какое-то значение для практической медицины? Объясните. 

32.9. Какая связь и зависимость существует между изучением функцио- 
нальной генетической единицы и изучением генетических единиц мутации 
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: Имеет ли Ваш ответ какое-либо отно- 
шение к концепции гена? Объясните. 


32.18. Правильнее ли использовать те 
функциональных генетических единиц 
бинации? Объясните. } 

32.19. Какие выводы можно 


рмин ‹аллель» для определения 
а не генетических единиц реком- 


О сделать на основании того наблюдения, 
что большинство аминокислотных замещений, происходящих в ненор- 
мальных гемоглобинах, по-видимому, чаще имеют место на поверхности, 
а не внутри свернутой молекулы гемоглобина? 

32.20. Как можно объяснить данные, показывающие, что во время 
синтеза гемоглобина после кратковременной обработки изотопом Ее? 
обнаружено включение изотопа в НЬ — Аи НЬ — А,, но нев НЬ — Аз? 

32.21. Как показано стрелками в верхнем ряду (рис. 32—9), пересадки 
зачатков глаза (имагинальных дисков) между личинками /). тейаповазег, 
гомозиготными в отношении генов красного цвета глаз (--) или генов 
ярко-красного цвета (уегаЙНЦоп, У) или сшпаБаг (сп) — приводит 
к образованию взрослых особей с цветом глаз, указанным в нижнем ряду. 
Можете ли Вы на основании этих результатов сделать какие-либо выводы 
относительно биохимических реакций, ведущих к образованию коричне- 
вого пигмента глаз? 
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Глава 88 
ПОЛИПЕПТИДНЫЙ СИНТЕЗ И РНК 


Обмен веществ регулируется главным образом белками, которые несут 
как структурные функции (образование субклеточных органелл), так 
и каталитические (образование ферментов). Таким образом, если структу- 
ра и функции организма зависят от белка, то неудивительно, что основная 
задача генов заключается в определении специфического состава амино- 
кислот в полипептидах (глава 32). 

Обратим наше внимание на ДНК, представляющую собой генетиче- 
ский материал большинства организмов. Что должна делать ДНК или 
что нужно с ней сделать, чтобы в результате образовались специфические 
полипептидные цепи? Поскольку мы имеем дело с «консервированной» 
ДНК (сопзегуеа ОМА), т. е. ДНК, которая все время находится в хромо- 
соме или другой структуре, то очевидно, любая ДНК должна действовать 
1% зи. Так как ДНК не белок, она не может быть ферментом и, вероятно, 
не может служить катализатором при образовании полипентидов. Однако 
ДНК вероятно может служить матрицей при определении специфичности 
полипептида. РНК менее стабильна, чем ДНК, из-за того, что рибоза 
более реакционноспособна, чем дезокси-О-рибоза. Следовательно, будучи 
более инертной, ДНК представляет собой более стабильную матрицу, 
чем РНК. 

Мы уже знаем, что после разделения нитей ДНК каждая из них служит 
матрицей при образовании комплементарной нити. Если ДНК исполь- 
зуется как матрица также и при функционировании генов, то четыре раз- 
ных основания (А, Т, Ги Ц), обычно обнаруживаемые в ДНК, должны 
Участвовать в определении природы образующихся матриц. Другими 
словами, информация для генетического определения специфичности 
полипептидов матричным механизмом должна’ была бы содержаться 
в основаниях ДНК. В конечном счете, природа полипептидов зависит 
от их аминокислотного состава. Во многих полипептидных цепях содер- 
жатся все 20 обычно встречающиеся в организмах аминокислоты, каждая 
по одному или более раз (см. рис. 32—4); кроме того, в полипептидах 
варьирует число и последовательность этих строительных блоков. По- 
скольку и полипептиды и ДНК являются линейными структурами, можно 
относительно легко представить себе механизм, с помощью которого по- 
следовательность нуклеотидов ДНК служит матрицей для определения 
специфической последовательности аминокислот. 


РИБОСОМЫ: 


Синтез гемоглобина происходит в цитоплазме красных кровяных 
телец млекопитающих — клетках, которые утратили ядро. Так как 
цитоплазма в этом случае является единственным местом синтеза белка, 
то следует детально рассмотреть структурные ком 

© всех исследованных клетках.— растительных 
ных — на электронных микрофотографиях цит 


поненты цитоплазмы. 
› животных и микроб- 
оплазмы видны много- 
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численные тельца, называемые рибосомами ( 
рис. 2). Их особенно много в клетках 


акже в ядре и хлоропластах. Рибосомы, выделен- 
ные из разрушенных клеток, могут быть охарактеризованы по скорости 
седиментации, измеряемой в Ультрацентрифуге и выражаемой в единицах 
седиментации, $. Чем меньше величина $, тем меньше частица, хотя эта 
зависимость не линейна; следовательно, величина $ отражает размер рибо- 
сомы. У Е. сой имеется четыре рибосомных компонента: 803, 503, 703 
и 1003. Основными компонентами являются 30$ и 503, а более крупные 
частицы складываются из этих основных, как показано на рис. 38 —1. 


Обе частицы (303 и 503) содержат 64% РНК и 36% белка (по весу). (Рибо- 


сомы животных содержат 50% РНК.) Мелкие частицы агрегируют с обра- 
зованием более крупных пр 


и добавлении ионов магния или других дву- 
валентных катионов. Рибосомы млекопитающих ведут себя так же, хотя 
их основные компоненты, 403 и 603, несколько больше по размерам, чем 
соответствующие частицы у Ё. сой. 803 — частица млекопитающих (гомо- 
логичная 705 — частице Е. сой#) образуется в результате соединения одной 
403-рибосомы и одной 603-рибосомы. 

Около 80% клеточной РНК находится в рибосомах. (Сообщалось, что 
небольшие количества РНК содержатся также и в митохондриях.) Рибо- 
сомная РНК состоит из одной нити и имеет относительно высокий моле- 
кулярный вес: 0,55 -|- 0,10 Х 10° для 463-компонента 303-частицы и 1,45 
= 0,20 Х 10° для 23з-компонента 503-частицы; в 163- и 233- РНК содер- 
жится соответственно около 1000 и 2000 нуклеотидов. Однако 233 РНК 
не представляет собой димера, состоящего из двух 4163 РНК, поскольку 
состав этих компонентов определяется различными участками генома 
(5. ТапкоузКу а. 5. Зр1евешпап, 4963; $. Зр1еветап, 41964). Кроме того, 
рибосомная РНК значительно легче образует комплексы с гомологичной 
денатурированной ДНК, чем с чужеродной, что позволяет считать, что 
рибосомная РНК различных организмов различается если не по составу 
оснований, то по их последовательности. 

Синтезы РНК некоторыми вирусами млекопитающих и обоих компонен- 
тов РНК (183 и 305) в клетках млекопитающих характеризуются одним 
общим свойством: как репликация вирусной РНК, так и синтез рибосом- 
ной РНК подавляется пуромицином. Однако такие вирусы, содержащие 
РНК, как ВТМ, представляют собой рибонуклеопротеиды, белковый 


Целая частица 0 О 0 с 


Размер 2(305) + 2(505) —=  2(109) == (100$) 
Мол. вес (#105) 085 + 065 180 = 015 28 +02 5+0 
РНК рибосом 
Размер 165 235 
Мол. вес (5105) 055 +010 115 +020 
РИС. 33-1. 


Свойства рибосом Е. с0й 
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компонент которых состоит из большого числа идентичных субъединиц (см. 
рис. 28—2). Вто же время 303-рибосома содержит 10 полипептидных цепей 
со средним молекулярным весом 30000, причем очень возможно, что все 
они разные. Несомненно, что белковая структура рибосом сложнее, чем 
структура РНК-содержащих вирусов. 

После введения в тело животного меченых аминокислот можно через 
разные промежутки времени исследовать ткани, которые активно синте- 
зируют белок *. Когда вводится большая доза меченых аминокислот, 
рибосомы метятся почти сразу. Можно ожидать, что при введении неболь- 
шого количества меченых аминокислот, они будут быстро использоваться 
при синтезе белка; действительно, рибосомная метка сначала быстро 
растет, а затем падает. В конечном итоге меченые аминокислоты, пройдя 
через рибосомы, включаются в белки, например в гемоглобин. Эти опыты 
совершенно ясно показывают, что рибосомы связаны с синтезом белка. 
Поскольку обнаружено, что последовательность аминокислот в гемогло- 
бине определяется прежде всего функционирующими генами, состоящими 
из ДНК (глава 32), необходимо объяснить, каким образом матрица ДНК, 
остающаяся в ядре ретикулоцита, определяет последовательность амино. 
кислот в гемоглобине, который образуется в цитоплазме. Ясно, что если 
В этом случае ДНК функционирует как матрица, то она должна действо- 
вать непрямым путем. 

Возможно, ДНК участвует в образовании другой матрицы, которая 
не является ни белком, ни ДНК, но может из ядра перейти в цитоплазму, 
где она будет использоваться для синтеза белка. Этому условию удовлет- 
воряет РНК, будучи нуклеиновой кислотой также с четырехбуквенным 
кодом (А, У, ЦиГ), в котором урацил (У) занимает место тимина (Т). 
Такой механизм непременно требует, чтобы четырехбуквенный код ДНК 
был прямо переведен (транскрибирован) в четырехбуквенный код РНК, 
т. е. обязательно возникает проблема транскрипции. Этот механизм также 
обязательно требует, чтобы РНК несла информацию, переводимую в поли- 
пептидную последовательность, — т. е. возникает и проблема трансля- 
ции. Следовательно, сложная гипотеза предполагает, что нуклеотидная 
последовательность ДНК транскрибируется в нуклеотидную последова- 


тельность РНК, которая, в свою очередь, транслируется в последова- 
тельность аминокислот. 


ИНФОРМАЦИОННАЯ РНК 


В обычных условиях значительное количество РНК (если не вся РНК) 
синтезируется у высших организмов в хромосомах и затем переходит 
в ядрышко?. Если использовать радиоактивную метку, то со временем 
можно обнаружить переход РНК ив цитоплазму. С другой стороны, нет 
никаких данных о том, что РНК из цитоплазмы переходит в ядро. Эти 
результаты согласуются с обсуждаемой гипотезой. 
Связь между синтезом РНК и ДНК можно изучить у бактерий. В бак- 
териях после заражения фагами, содержащими ДНК, синтезируется 
РНК, которая по составу оснований отличается от ДНК хозяина. РНК, 
образовавшаяся после заражения фагом, отличается от РНК, синтези- 
ровавшейся перед заражением. Состав оснований этой РНК зависит 
от фага, поскольку с денатурированной ДНК фага спаривается ш уйго 
только РНК, синтезированная после заражения, образуя двойные гибрид- 
ные нити — одна нить РНК и одна — ДНК. (Гибридные молекулы РНК — 
1 Следующие данные основаны на работах Ф. К. Замечника и сотрудников, а также 
М. Рабиновича и М. Е. Олсона. 

2 В настоящее время показано, что РНК может синтезироваться в митохондриях 
при участии митохондриальной ДНК (Ва поуИ2 М, и ДР. Ргос. Маф. Асад. $61. 
1965, 53, № 5). Прим. перев. 
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ДНК имеют отличающийся Удельный вес 
фицировать в пробирке посл у 
относительно устойчивы к дейс 
ная ядерная РНК нормальн, 


о, одного основания ядерной ДНК. 
Добра не заражения хозяина фагом, содержащим 
м ‚ комплементарная фаговой ДНК. Найдено, что 
эта фагоспецифичная РНК присоединяется к небольшой части уже имею- 
щихся рибосом, что позволяет считать, что по крайней мере некоторые 
рисосомы не несут все время матричной РНК (образованной на ДНК- 
матрице), содержащей информацию для определения специфической после- 
довательности аминокислот. Такие рибосомы могут получать участки 
РНК, несущие информацию для создания фагоспецифических полипеп- 
тидов. Таким образом, синтезируется особый тип РНК, называемой инфор- 
мационной (теззепкег) РНК, или мРНК. мРНК несет от фаговой ДНК 
к рибосоме информацию, необходимую для осуществления действия 
генов. Вероятно, информационная РНК приводит к сборке различных 
аминокислот на рибосоме, где они соединяются, образуя полипептиды. 
Информационная РНК также содержится и функционирует в нормаль- 
ных, незараженных клетках. Генетический материал фага М52, содер- 
жащего РНК и заражающего Р. со, сохраняется в процессе всех репли- 
каций (осуществляемых РНК-синтетазой) и трансляций (здесь он служит 
информационной РНК), которые имеют место в течение цикла развития 
до лизиса, как показали А. Г. Дуа и С. Спигелман (4963). 
Матрицей для образования информационной РНК может быть ДНК, 

ый КОДЕ локализованная в цитоплазме; так, например, действует ДНК вируса 
ани оспы в культуре клеток человека (Л. Вес\кег а. \". оКИК, 1964). 


ую 8" 
























СИНТЕЗ ИНФОРМАЦИОННОЙ РНК 


Как синтезируется информационная РНК? ДНК может реплицироваться 
ш УЙго в отсутствие РНК; такая репликация вероятно также происхо- 
дит в ядре, хотя здесь могут иметь место неуловимые, вторичные взаимо- 
действия с РНК или белком. Приведенные данные доказывают, что синтез 
мРНК тесно связан с ДНК. Благодаря работам Дж. Гурвитца, А. Сти- 
венса, С. Б. Вейса, их коллег и других обнаружено, что в ядре в норме 
содержится необходимый для синтеза РНК фермент, зависящий от ДНЕ: 
РНК-полимераза. Этот ферментативный синтез РНК может ь быть 
осуществлен ш уЙто. Он требует присутствия как ДНК, так и всех четы- 
рех рибозидтрифосфатов. Синтезированная в определенных условиях 
РНК имеет тот же состав оснований, что и ДНК, служащая первичной 
матрицей (конечно, за исключением того, что и заменяет тимин). 
Эта ситуация напоминает синтез ДНК, когда Д Е а 
зует однонитчатую ДНИ. Однако #2 ?Ито при образовании ране 
мера двунитчатая ДНК является более эффективной затравкой, чем 
. в: ДНК находится в м нау кольца. 
При заражении Ё. сой репликативная форма (ВЕ) фо кн 
лена двунитчатой спиралью ДНК, замкнутой в кольцо. Е а к 
кольцо разорвано, то 1 УЙто пы ет а 
ментарную обеим нитям фрагментов ДНК. Одн т ТОС и а 
экстрагировать осторожно, так, чтобы кольцо не а Е тд 
только одна из двух нитей ДНК служит ыовой ДНЕ ван а 
ш Уйто обнаружено, что та же нить кольцевой о рая служи 
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матрицей для РНК-полимеразы, используется и при образовании одно. 
нитчатой ДНК, входящей в состав зрелого фага. Эти данные не только 
подтверждают наличие транскрипции одной из хомплементарныл нитей, 
но и указывают на то, что, по крайней мере в этом случае, механизмы, 
контролирующие синтезы, требуют присутствия интактной двунитчатой 


НК в виде кольца (5. Зр1есейтап и соавторы, 1963, 1964; М. Стееп, 
1964). 


нуклеотиды, содержащие А, Уи Ц, также могут служить матрицами 
при синтезе комплементарной РНК с помощью РНК-полимеразы (Л. Кта- 


уин Д связывается с участками 
ДНК, содержащими гуанин, тем самым избирательно подавляя синтез 
информационной РНК с помощью РНК-полимеразы. Подавление синтеза 
также имеет место, но при значительно больших концентрациях. 
Экспериментальные данные позволяют предполагать (Е. Весв, 1964) 
что: 
1) актиномицин укладывается в малый желобок ДНК; 


2) малый желобок служит специфическим матричным центром для 
НК-полимеразы, зависящей от ДНК; 


3) большой желобок служит местом действия ДНК 


-полимеразы. 
РИБОСОМНАЯ РНК 


Поскольку типичная хромосома высших организмов содержит РНК, то 
какое-то количество новосинтезированной ядерной РНК становится 
частью родительских и дочерних хромосом. Однако ббльшая часть ново- 
образованной РНК Уходит из хромосом и используется, по-видимому, 
в основном при образовании новых рибосом. Опыты с Вас Шиз тевиет1иль 
доказывают, что разным компонентам рибосомной РНК (163 и 233) компле 

ментарны разные участки ДНК (5. Зресетап, 1964). Целиком достроенные 
рибосомы не присоединяют больших количеств новообразованной РНК; 


› Что незначительный обмен 
мах. Этой обменивающейся РНК 


Таким образом, основная часть РНК 
рибосом — рибосомная РНК — обычно включается в рибосомы во время 


их образования. Механизм, с помощью которого РНК включается в новые 
рибосомы, образуя рибонуклеопротеид, пока еще не известен. 


диплоидных клетках жабы Хепориз 1ае5 обычно содержится два 
ядрышка. Рецессивный леталь 


ном, причем в этом случае мутант содержит много мелк 
«шариков» вместо типичных ядрышек, Очевидно, мутация затрагивает 
ядрышковый организатор [данные Д. Д. Брауна и Дж. Б. Гурдона (1964), 
а также И. Г. Мак Конкей и Дж. В. Гопкинса (1964) 
сомы, ответственную за образование ядрышка (стр. 


сомной РНК (183 и 28$), как и нормальная гомозигота. 
рибосомной РНК отличаются по составу оснований, т 
образуются разными последовательностями ДНК. О 
типов прекращается в результате одной мутации, мо 
которой неизвестна. 


о они, вероятно, 
днако синтез обоих 
лекулярная природа 
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По-видимому, многие гены Участвуют в синтезе рибосомной РНК, 
поскольку и у бактерий и у мыши рибосомная РНК комплементарна при- 
близительно 0,6% дезоксирибонуклеотидных пар. Результаты опытов 
с безъядрышковыми мутантами позволяют считать, что эти гены тесно 
связаны друг с другом‚и регуляция может меняться при зименении одного 
тенетического локуса. Недавно удалось выделить ДНК, связанную с яд- 
рышками культивируемых ш уЙто клеток НеГа, и денатурировать ее 
нагреванием. Такая однонитчатая ДНК образует молекулярные гибриды 
с рибосомной РНК. Этот факт (вместе с другими данными) свидетельствует 


о том, что в области организатора ядрышка концентрируется ДНК, комп- 
лементарная рибосомной РНК. 


ТРАНСПОРТНАЯ (РАСТВОРИМАЯ, ИЛИ АДАПТЕРНАЯ) РНК 
Как уже отмечалось, рибосомная РНК обладает относительно высоким 
молекулярным весом (от полумиллиона до одного миллиона). В цитоплазме 
содержится другой тип РНК, с относительно низким молекулярным весом, 
примерно равным 18000, что приблизительно соответствует 67 нуклеотидам. 
Поскольку, в отличие от рибосомной РНК, эта РНК не осая:дается 
при центрифугировании вместе со структурными элементами клетки, 
она называется растворимой РНК, или тРНК. Вероятно, тРНК также 
образуется в ядре (М. СЫ реВазе а. М. Випзые], 1963). С помощью мече- 
ных (радиоактивных) аминокислот можно показать, что аминокисло- 
ты к рибосомам поступают по одной, причем каждая аминокислота при- 
креплена к молекуле растворимой РНК. Концевые нуклеотиды у всех 
молекул растворимой РНК одинаковы, один`конец оканчивается гуани- 
ном, а другой — последовательностью оснований — Ц-Ц—А. Исследо- 
вания дифракции рентгеновых лучей показывают, что молекулы тРНК 
находятся в основном в состоянии двойной спирали (С. ЯаБау, 1963, 
приложение ТУ). Так как каждая молекула тРНК состоит из одной нити, 
то она должна иметь форму скрученной «пшильки» (рис. 33—2и приложе- 
ние ГУ, рис. 12) или какую-то 
сходную конфигурацию, в которой ИЕ 
большинство оснований спарены. = ооирбания 
В структуру «ипильки» не входят == НО ИЗФИбР 
концы молекулы, в которых содер- 
жится около 30 пар оснований. 
Вычислено, что в образовании из- 
гиба шпильки участвуют не менее 
трех неспаренных нуклеотидов. 
Все молекулы тТРНК имеют оди- 
наковые размеры: длину 100 А и 
ширину 20 А. Различаются они в 3% 
других отношениях, по-видимому,  СПареНные 

ь ы основания 
по их внутренним своиствам, т. е. 
по составу оснований или их пос- 
ледовательности, образуя около 20 
различных типов, причем каждая 
из них способна переносить только 
одну изаминокислот, обычно встре- 
чающихся в белках!. Вероятно, 








|_ Терминальные 
и неспаренные 
т Последовательность нуклеотидов не- % основания 
скольких ТРНК расшифрована и ее 
структуру представляют чаще всего рис. 33-2. 
не как шпильку, а в виде «клеверно- ве Е: 
у, ь по. я структ 
то листах (Майше, 1967, 245, 817).— Предполагаемая структура адаптерной РНК 
Прим. перев. 
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растворимые РНК разных видов отличаются по нуклеотидной, последова- 
тельности, так как ТРНК лучше спаривается с гомологичной денатури- 
рованной ДНК, чем с гетерологичной (0. С1асототи а. $. Зр1езе]тап, 
1962; $. Зр1езе!тап, 1964). Поскольку тРНК участвует в транспорте ами. 
нокислот к рибосомам, то она также называется транспортной РНК. 

Обнаружено, что для образования комплекса аминокислота — тран- 
спортная РНК каждая из 20 кислот должна быть активирована перед 
тем, как она прикрепится к специфической транспортной РНК. Акти- 
вация заключается в соединении карбоксильной группы аминокислоты 
с 2”- или 3’-гидроксильной группой аденозинтрифосфата (АТФ), что соп- 
ровождается отщеплением двух фосфатных остатков в виде пирофосфата. 
Эта реакция может быть суммирована следующим образом: аминокисло- 
та -- АТФ >> аминоациладенилат -- пирофосфат. Реакция прикрепления 
может быть суммирована так: тРНК -- аминоациладенилат => аминоацил- 
тРНК -{ адениловая кислота. Один фермент может участвовать как 
в активации аминокислоты, так и в ее прикреплении к растворимой РНК. 
По-видимому, для каждой аминокислоты существует свой фермент (А. М х- 
г1з а. Р. Веге, 1964). 

Каждая аминокислота, которая должна включиться в полипептид, 
уже прикреплена к специфической тРНК, когда она подходит к рибосоме. 
Поскольку, по-видимому, не все основания тРНК спарены друг с другом, 
то мы можем предположить, что три (или более) неспаренных основания 
в ТРНК (те, что образуют изгиб «шпильки») соединяются водородными 
связями с комплементарными основаниями информационной РНК. Поэто- 
му транспортная РНК функционирует и как адаптер, адаптерная РНК, 
причем конец, который несет транспортируемую аминокислоту и имеет 
последовательность «аминокислота А—Ц», остается достаточно гибким 
для того, чтобы достигнуть нужной области и образовать пептидную 
связь. Около 2% пуриновых и пиримидиновых оснований в тРНК метили- 
рованы. Метильные группы образуются из метионина (см. рис. 32—4, 
стр. 425), который, теряя метильную группу, переходит в гомоцистеин. 
Метилируются те основания, которые уже являются частью полирибо- 
нуклеотидной цепи тРНК. Несколько разных ферментов, называемых 
РНК-метилазами, Участвуют в синтезе 1-метилгуанина, тимина, 5-метил- 
цитозина, 2-метиладенина, 6-метиламинопурина и 6-диметиламинопурина. 
РНК-метилаза найдена в ядрышке; она оказалась различной у разных 
видов. Предполагалось, что метилированные основания занимают особые 
места в тРНК и играют какую-то роль в ее функционировании. В этой 
связи следует отметить, что метилированная РНК более устойчива к дей: 
ствию рибо-экзонуклеазы, зависящей от калия, чем неметилированная 
тРНК. Некоторые основания рибосомной РНК метилированы. Следует 
напомнить, что 5-метилцитозин присутствует в ДНК только у растений 
и животных, а б-метиладенин — только у бактерий. ДНК также может 
быть метилирована на уровне полидезоксирибонуклеотида, причем разные 


ферменты используются при образовании 5-мотилцитозина (из Ц) иб-метил- 
аминопурина (из А) 1. 


ПОЛИПЕПТИДНЫЙ СИНТЕЗ: 


По-видимому, 703-рибосома является наименьшей частицей, способной 
обеспечивать синтез полипептидов. Установлено, что информационная РНК 
связывается с 303-субъединицей. С рибосомой могут связываться инфор- 





* См. статьи] Борека; М. Голда и Дж. Гурвитца; У. Литтауэра, К. Менца, П. Берга, 
; Джилберта и П. Ф. Спара в сборнике «Со!4 Зреше НатьЬ, Зушроз. Оцапё. В101.?, 
1963, 28, 439. 48. » у ь 

* Новые данные о механизме синтеза белка и работе рибосомы можно найти в 06б- 


зоре Л. П. Гавриловой и А. С. Спирина (Усп. совр. биол., 1967, 64, вып.2 (5).— 
Прим. пергв.). 
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Спаривание оснований 
комплекса аминокислота-$ РНК 


90 $ субъебиница 
505 субъейиница 705 рибасома 


\ 


Растущий 
полипептид 
(М№- конец ) 


—б— Информационная РНК 
РИС. 33-3. 


Гипотетическая схема взаимодействия между информационной РНК, адап- 
терной РНК, рибосомами и растущими полипептидными цепями 


мационные РНК различных размеров. Однако, вероятно, только часть 
информационной РНК оказывается связанной в каждый данный момент, 
так как небольшие количества рибонуклеазы расщепляют информацион- 
ную РНК, но не рибосомы. Если рибосомы, синтезирующие белок, обра- 
ботать РНКазой, то синтезированный белок остается связанным с рибосо- 
мой, Следовательно, новообразованный белок прикреплен к рибосоме, 
а не к информационной РНК. 

Показано, что образование полипептидной цепи (работы Г. Динтица, 
Р. Швита и сотрудников) протекает путем последовательного присоеди- 
нения отдельных аминокислот, начиная с М-конца. Поэтому растущая 
полипептидная цепь должна оканчиваться карбоксильной концевой ами- 
нокислотой, несущей молекулу тРНК. Каждая рибосома имеет только два 
центра для прикрепления тРНЬ, и они оба находятся на 503-субъединице. 
Когда белок не образуется, то только один центр может удерживать 
молекулу тРНК. Однако во время образования белка второй центр удер- 
живает растущую полипептидную цепь, которая заканчивается молеку- 
лой тРНК (7. \Уагпег а. А. ВоВ, 1964) (рис. 33—39). Следовательно, каждая 
функционирующая рибосома в каждый данный момент образует только 
одну полипептидпую цепь и получает только одну молекулу информа- 
ционной РНК. 

Как работает рибосома? Очевидно, что транспортные РНК спаривают- 
ся с разными частями нити информационной РНК; поэтому необходимо 
предположить, что в определенный момент каждый участок информацион- 
ной РНК передает информацию, заключенную в его неспаренных осно- 
ваниях. Очевидно, 303-субъединица обеспечивает адаптерное свойство, 
которое гарантирует, что последующие сегменты информационной РНК 
будут однонитчатыми, а их основания будут ориентированы нужным обра- 
зом. 503-субъединица удерживает только что образовавшуюся часть поли- 
пептида, которая заканчивается молекулой тРНК таким образом, что: 

1) следующая соответствующая комбинация свободная аминокисло- 
та_тРНК. вероятно, может спариваться с помощью нуклеотидов, находя- 
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щихся в области изгиба молекулы $РНК, со следующей последователь 
ностью информационной РНК; 

2) фермент может связывать МНь-конец свободного комплекса амино- 
кислота — тРНК с карбоксильным концом комплекса аминокислота — 
5РНК, находящегося у конца полинептидной цепи, в результате чего осво- 
бождается молекула тРНК, ранее связанная с концом полипептидной 
цепи; 

3) освобожденная тРНК затем может акцептировать и транспортиро- 
вать другую соответствующую специфическую аминокислоту. 

Неизвестно, как освобождается тРНК с конца законченного полипеп- 
тида. Следует также отметить, что поскольку образующаяся полипептид- 
ная цепь, по-видимому, прикреплена к 503-частице только у растущего 
конца (это прикрепление требует присутствия гуанозинтрифосфата), то 
окончательная трехмерная конфигурация полипептида в основном может 
сформироваться еще до того, как закончится его синтез. 

Так как местом образования пептидной связи служит только один 

специфический рибосомный центр, то информационная РНК не может 
оставаться в одном положении на рибосоме. Следовательно, матрица инфор- 
мационной РНК должна двигаться по поверхности рибосомы или через 
нее. Диаметр 705-рибосомы составляет всего лишь 230 А. Были найдены 
информационные РНК, содержащие более 1500 нуклеотидов; если среднее 
межнуклеотидное расстояние принять за 3,4 А, то длина этой РНК пре- 
высит 5000 А. Эти данные заставляют предполагать, что одна и та же 
информационная РНК может быть использована несколькими рибосо- 
мами одновременно, а полипептид, который каждая из них образует, 
будет находиться в данный момент на разных стадиях роста (рис. 38—53). 
Эта гипотеза подкрепляется данными о том, что в некоторых системах 
синтез белка осуществляется агрегатами из 5—8 703 (или 803)-рибосом. 
Такие синтезирующие белок рибосомные агрегаты — полирибосомы, или 
полисомы (эргосомы) можно увидеть на электронных микрофотографиях. 
Когда работают длинные информационные РНК, полисомы могут содер- 
жать очень много рибосом. Рибосомы, которые закончили синтез поли- 
пептида, освобождаются, чтобы начать процесс снова; каждая рибосома 
употребляется для синтеза белка несколько раз. Так как рибосомы найде- 
ны в ядре, то не удивительно, что (как показали А. Е. Мирский, В. Г. Олф- 
ри и другие) и там имеет место синтез белка. Данные, полученные в опы- 
тах Ш УИЙхто, заставляют предполагать наличие промежуточной стадии 
в синтезе белка, когда ДНК с помощью мРНК связана с функциовирую- 
щими рибосомами. Установление такой промежуточной стадии Ш У1у0 
имело бы большое значение для понимания того, как осуществляется ста- 
билизация мРНК, полярное прикрепление мРНК к рибосомам, а также 
регуляция синтеза белка (В. Вугпе и др., 1964). 

Если к среде, в которой выращиваются бактерии, добавить аналог 
(5-фторурацил), то синтез всех бактериальных белков останавливается 
через несколько минут. Так как этот аналог быстро включается в синте- 
зирующуюся РНК, то можно ожидать, что он войдет в состав новой инфор- 
мационной РНК; а это приведет к неправильному присоединению адап- 
терных РНК и, следовательно, к образованию дефектных белков. Это 
наблюдение позволяет предполагать, что у бактерии новая информацион- 
ная РНК образуется постоянно, а старая информационная РНК сущест- 
вует недолго. Как отмечалось ранее, синтез новой информационной РНК 
на ДНК блокируется при добавлении антибиотика актиномицина Д. 
Исследования, проведенные на бактериях, обработанных актиномицином 

› показывают, что половина информационной РНК распадается при- 

близительно за 2 мин., и она используется как матрица только 10—20 раз *. 





тУ бактерий также обнаружены стабильные типы информационной РНК, время 
жизни которых сравнимо с периодом тенерации бактериальной клетки" Прим. 


перев. 
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СОЛ СПИГЕЛМАН 
(1964 г.) 





У других организмов некоторые информационные РНК (например, мРНК 
для гемоглобина) существуют более длительное время. Механизм, с по- 
мощью которого информационная РНК распадается, пока еще не известен. 
Возможно, что здесь принимает участие рибонуклеаза, так как в бакте- 
риальных клетках значительные количества РНКазы (если не вся РНК- 
аза) обнаруживаются в латентной форме в связи с 30-частицами (М. Та] 
а. О. Е]зоп, 1961; Г. Вааке а. 7. аа, 1964). Более того, нет никаких 
данных о существовании на рибосоме латентной структурной РНКазы 
в тех случаях, когда информационная РНК, по-видимому, не распадается, 
как это имеет место в ретикулоцитах, где она медленно обменивается. 
С другой стороны, согласно данным М. Секигуши и С. С. Коэна, (4963) а 
также В. Ц. Хаймер и И. Л. Кафф (1964), у микроорганизмов информаци- 
онную РНК разрушает полинуклеотидфосфорилаза. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Как правило, РНК синтезируется в хромосомах; многие (но не все) поли- 
пептиды образуются в цитоплазме. РНК-полимераза, зависящая от ДНК, 
передает информацию, заключенную в одной из цепей двунитчатой ДНК, 
молекуле однонитчатой информационной РНК, которая комплементарна 
этой нити ДНК. По-видимому, один конец этой РНК присоединяется 
к рибосоме. С помощью рибосомы группы оснований информационной 
РНК, следующие одна за другой, ориентируются в каждый данный момент 
таким образом, что они могут спариваться с неспаренными внутри адап- 
терной РНК комплементарными основаниями. Каждый тип ыы 
РНК нереносит только одну определенную аминокислоту. Так как рибо- 
сома, синтезирующая белок, присоединяет каждый раз только одну 
молекулу адаптерной РНК, несущей аминокислоту, то полипептидная 
цепь растет в результате ступенчатого присоединения по ыы не 
лоте (начиная с М-конца). По мере того как информационная транс- 
лируется, она продвигается по поверхности рибосомы (или через нее), 

бождается и соединяется с другой рибосомой. 


й участок осво 
О оВнИВ несколько рибосом, составляющие полисому, одновре- 
ле, у 


менно транслируют одну информационную РНК. 
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Рибосомы могут быть использованы много раз; данная информацион- 
ная РНК может быть использована 10—20 раз (в некоторых случаях — 
значительно больше); адаптерная РНК, освобожденная из растущей поли- 
пептидной цепи, снова присоединяет и транспортирует молекулу амино- 








кислоты. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 





33.1. Какие выводы Вы можете сделать, исходя из того, что в разных 
условиях скорость синтеза белка пропорциональна концентрации рибосом» 
33.2. Что может произойти с 803-рибосомой, которая только что закон- 
чила синтез полипептида? 
33.3. Обсудите гипотезу, согласно которой рибосомы являются виру- 
сами. 

33.4. В молекуле гемоглобина ретикулоцитов содержится 17 молекул 
лейцина. Как Вы объясните данные Дж. Р. Уорнера, показывающие, что 
в полисоме, синтезирующей гемоглобин, на рибосому приходится в сред- 
нем 7,4 молекулы лейцина? 

33.5. Чем объясняется разница между полисомами, состоящими из пяти 
или шести рибосом (в ретикулоцитах, синтезирующих гемоглобин), и поли- 
сомами из 50—70 рибосом (в животных клетках, зараженных вирусом 
полиомиелита)? 

33.6. Как могли бы измениться свойства РНК после метилирования? 

33.7. По-видимому, димер мутантного гемоглобина (НЬ — Лепоре), 
не содержащий а-цепей, состоит из М-терминального участка б-цепи, 
соединенного с С-терминальным участком В-цепи. Эта «гибридная» 
6 — В-цепь имеет ту же длину, что и 6-цепь или В-цепь. Вспомните, что 
гены для цепей 6 и В тесно сцеплены и что тен 6 вероятно образовался 
в результате дупликации гена В. Обсудите применимость следующих гене- 
тических объяснений происхождения НЬ — Лепоре: 

а) существование делеции, захватывающей части генов В и б, а также 
области, разделяющей их; 

6) неправильная конъюгация генов В и 8, благодаря чему после крос- 




























Ретеп\ 
Сбасотоп 


синговера образуется один кроссовер с последовательностью генов Вы в.— О1еНоп: 
6, 6 (фенотипический эффект не известен) и комплементарный кроссовер | бе 
В. Ст. . 
Сопоставьте Ваше мнение об этих вариантах генетической интерпре- 7. Стозз, Н. 
тации с соображениями К. Бальони (Ргос. Ма. Аса4. $01. 0.5., 1962, Опзбаы 
у. 48, 1880—1886). 2. На: 
33.8. Предложите механизм, с помощью которого в составе зрелого м и 
фага фХ174 оказывается только одна вить ДНК, тогда как его реплика- в” 
тивная форма содержит обе нити ДНК. 1963, 50 
33.9. Сравните терминальные нуклеотиды ВТМ и тРНК. Какое заклю- Я 
чение Вы можете сделать из этого сравнения? ч а 
33.10. Какие выводы Вы можете сделать из того факта, что, несмотря о $., 11 
на идентичность состава рибосомных РНК Р5еидотопаз аетибтоза и . В. Ноав! 
ВасШиз теваепит, ДНК. первой содержит 64% Г -- Ц, а ДНК послед- 15 а 
ней — 44% Г -|- Ц? О Ас Вез 
33.14. Хотя в среднем клетка печени взрослой крысы, по-видимому, Нитра а1 
делится реже чем один раз в год, количество белка, которое она синтези- с. Нутег 
рует примерно каждые 6 дней, равно количеству белка, которое она содер- апЯ 13 | 
жит. У бактерии же время, необходимое для удвоения содержания белка, _ Сота. 
примерно равно времени генерации. Сопоставьте обмен информационной С. Кимап. 
У бактерий с ее обменом в клетках печени взрослых крыс. 1Бовоше: 
33.12. Если нативную РНКазу обрабатывают мочевиной ини сульф- 5. Кайо 
гидрильными реагентами, то ее дисульфидные мостики разрушаются, Т. Ренойы 
и фермент разворачивается, принимая неактивную линейную конфигу- р, й 
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рацию. Если затем через 
медленно пропускают О. 

сс а 
и восстанавливается ферме 


резу Зруаты 0 том, что сво 
чески: 


раствор такого денатурированного фермента 
то снова образуются дисульфидные мостики 
нтативная активность. Свидетельствуют ли эти 
рачивание полипептидов определяется генети- 
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Глава 34 
ГЕНЕТИЧЕСКОЕ КОДИРОВАНИЕ АМИНОКИСЛОТ 


и в 
Если сы каждый рибонуклеотид транслировался только в одну аминокис- 
лоту, то можно было бы определить, или закодировать только четыре 
аминокислоты. Но так как имеется 20 аминокислот, то возникает проблема 
кодирования аминокислот, с помощью РНК. Чтобы решить эту проблему, 
предположим, что аминокислота кодируется последовательностью из двух 
нуклеотидов: имеется как бы алфавит из четырех букв и язык из двух бук- 
венных слов. Предполагая, что код может читаться только в одном направ- 
лении, мы получим 16 (4 Х 4) возможных дублетов (слов). (Предположе- 
ние о том, что считывание идет в одном направлении, представляется 
вполне разумным, так как каждая нить РНК имеет определенную направ- 
ленность, как и отдельная нить ДНК.) Однако, ввиду того, что 16 дублетов 
це хватает для кодирования 20 аминокислот, надо сделать какие-то другие 
предположения. Мы могли бы предположить, что данный дублет кодирует 
более чем одну аминокислоту, и в этом случае код был бы двусмысленным. 
Остается признать, что аминокислота кодируется последовательностью 
трех рибонуклеотидов информационной РНК — триплетом. Такой трип- 
летный код дал бы нам 64 (4 х 4 Х 4) разных последовательности, читае- 
мые в одном направлении. Этого более чем достаточно для кодирования 
20 аминокислот. Если бы одна аминокислота кодировалась более чем одним 
триплетом, то код был бы вырожденным. Это предварительное обсуждение 
позволяет предполагать, что последовательность из двух или трех рибо- 
нуклеотидов кодирует аминокислоту, т. е. деиствует как ходон. 

На кодирование аминокислот могут влиять и другие свойства инфор- 
мационной РНК. Так как в информационной РНК могут находиться сле- 
дующие один за другим сотни или тысячи нуклеотидов; то, следовательно, 
здесь нет никаких промежутков (т. е. ненуклеотидных знаков препинания), 
указывающих, где кончается один кодон и начинается следующий. Следо- 
вательно. мы имеем дело с кодом без запятых. Предположите, что а 
рибонуклеотидов расположены линейно — 123456. Е триплет 
определяет аминокислоту А, а тринлет 456 аминокислоту Б, то ОН 
ошибки в результате образования перекрывающихся С ы я 
345. Затруднения, связанные © перекрыванием кодонов, реод 


леты или триплеты будут 
х ющие друг за другом дуб. я 
петь, только Фо определенной точки на информационной 


: й 
сч 1 начиная с одно А 
а случае функцию запятых выполняет сам механизм считыва: 


ния кода. 


ОБЛАСТЬ ^ ПИ КОД 
т структура облаети г П фага Т4 уже обсуждалась 
онкая генетическая У бласть г ПП состоит из двух генов (или цистро- 
и ие. фенотип г*+, оба они должны Араарн 
о. На основании данных, приролеиир В РНК 
° ь од, что эти гены © разу: б Ы 
ве, можно сделать вывод, азные полипентидные цепи, необходимые для 
которая м: а - гемоглобина белковыйпродукт гена легко 
и и но генетическую природу изменений глобина 
ы 


449 


29 И. Гершкович 





изучать трудно; обратная картина имеется в случае г+-фенотипа. Другими 
словами, несмотря на то, что предполагаемые полипептидные цепи, участ. 
вующие в образовании фенотипа г+, не были обнаружены, можно легко 
расшифровать генетическую природу мутантов г ИП. Конечно, мы пред- 
почли бы изучать систему, где можно легко исследовать и генетические 
характеристики, и свойства соответствующих полипептидов; тем не менее, 
тенетические исследования области г П (Е. СысК и др., 1961) дают нам 
дополнительные сведения о действии гена и кодирования с помощью РНК. 
Карта гена А состоит из шести основных участков (от А, до А.), а гена 
В — из десяти (от В, до Во), причем все цифровые обозначения идут слева 
направо. Поскольку эти гены комплементируют, то точечные мутации 
ни в одном из сегментов гена А не влияют на функцию гена В, и обратно. 
Можно индуцировать многочисленные точечные мутации в областях в 
и В. с помощью химических мутагенов, вызывающих замещения оснований 
по типу транзиций или трансверсий. У части таких мутантов утеряна вся 
активность цистрона В, у других обнаруживается некоторая активность 
этого цистрона. Как и следовало ожидать, те мутанты, которые образова- 
лись в результате замещения основания, могут ревертировать с восстано- 
влением активности цистрона В после обработки химическими мутагена- 
ми, вызывающими обратные трансверсии и транзиции. С другой стороны, 
мутанты В; и В», полученные с помощью акридинов, всегда целиком инак- 
тивируют функцию гена В и не ревертируют после обработки мутагенами, 
вызывающими замещения оснований. Такой результат можно ожидать, 
если акридины действуют действительно как мутагены, вызывая добавле- 
ние или потерю одного или более нуклеотидов (см. стр. 407). 
Получено большое количество мутантов, индуцированных акридином 
и локализованных в сегментах В, и В.. Они характеризуются инактива- 
цией цистрона В. Рекомбинация между такими мутантами дает потомство 
фагов, несущих от двух до шести разных точечных мутаций, индуцирован- 
ных акридином. Некоторые из двойных мутантов не обладают В-актив- 
ностью, в то время как у других она восстанавливается. Если получить 
достаточно полные серии из разных комбинаций двойных мутантов, то 
можно наблюдать определенную закономерность. Пытаясь интерпретиро- 
вать эту закономерность, предположим, что каждый данный мутант 
либо дополнительно получил один или несколько нуклеотидов («--›), 
либо потерял их («—»). Предположим также, что кодон содержит более 
двух нуклеотидов и что код неперекрывающийся; другими словами, про- 
исходит последовательное считывание кодонов. Можно выделить мутант 
«—), который супрессирует мутант «-Ё», и наоборот. Выделяя группы 
«супрессоров» и группы «супрессоров супрессоров», можно получить 
таким образом серии мутантов типа 4-Е» и «—». Неизвестно, какие из двух 
мутаций («--» или«—») несут добавочные нуклеотиды.Ни один из двойных 
мутантов (ни «——», ни «---») не приводит к восстановлению активности 
В, так как считывание кодонов сбивается на первом мутанте и продолжает 
обиваться и за пределами второго мутанта. Если мутантные локусы далеко 
отстоят друг от друга, то комбинация из двух мутантов (+— или —+) 
не приводит к восстановлению активности гена В, поскольку все кодоны. 
находящиеся между мутантами, считываются неправильно — сбивается 
периодичность считывания (внефазное считывание), хотя кодоны перед 
первым мутантом и после второго мутанта считываются правильно в «нуж- 
ной фазе». Однако, если мутантная комбинация (-|- — или —-[) захватывает 
близлежащие нуклеотиды, то возможно, что неправильно считываться 
будет только один или несколько кодонов — те, что находятся между 
мутантами. Каждый данный мутант может быть отнесен к типу «--» или 
<—>, и только комбинация из двух мутантов (--— или —+) частично вос- 
станавливает активность В, если два мутанта в сегментах В: — В. лежат 
близко друг к другу- Эти предположения можно проверить другим спо- 
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‚Этим требованиям были получены фаги, несущие три, 
а аже шесть разных мутаций (— или +). Некоторые из 
ностью В; другие комбинации (н ее 
четыре «+» и оды ми. апример, четыре «—» и один «+», или 
же обнаруживают активность В. Активность 
число мутаций не равно или не кратно трем. Эти 
то информация с гена В транслируется с помощью 
следующих друг за другом, неперекрывающихся кодонов и что кодоны 
рех нуклеотидов. С этим положением согла- 
молекулярная модель ТРНЁК, и гиб которой 
состоит вероятно из трех неспаренных нуклеотидов (см. рис. 33—2). 
Очевидно, что триплетный кодон ДНК транскрибируется в 
тарный триплетный кодон информационной РНК, который, в св 
транслируется в аминокислоту, помещаемую в нужное положение моле- 
кулой тРНК, несущей комплемевтарный кодон — триплет. Следователь- 
но, предполагается, что триплетный кодон в ДНК и единственный триплет 
в ТРНК идентичны, за исключением того, что в РНК тимин заменен ура- 
цилом. 

В фаге дикого типа г+ гены А и В каким-то образом разделены, бла- 
годаря чему образуются либо отдельные информационные РНК для каждо- 
го гена, либо единая информационная РНК, содержащая незначащий 
Участок между частями А и В. Одна из делеций, 1589, удаляет ббльшую 
часть области А; и целиком удаляет области Ав, В; и В.. Такие фаговые 
частицы лишены активности А и частично обладают активностью В. Вне 
зависимости от того, образуют ли фаги 7+ отдельные информационные РНК, 
соответствующие генам А и В, можно предположить, что промежуток, 
обозначающий конец РНК тена А и начало РНК гена В (или наоборот, 
конец В и начало А), отсутствует у фагов с делецией 1589. Следовательно, 
этот мутант может образовывать только одну непрерывную ленту инфор- 
мационной РНК, содержащую основания, комплементарные тем частям 
Ч Аи, которые еще присутствуют в геноме. Эту возможность можно 
Е. м. Отдельные «--» (или «—») мутации обла- 
проверить следующим образом. б ы 

анные акридином, вводятся с помощью рекомбинаций 
сти А, индуциров ю 1589. Во всех этих случаях ген В также инакти- 
РАВ, НебНь о ген В теперь также повреждается в резуль- 
вируется. Другими а данные подтверждают ту точку зрения, соглас_ 
тате мутаций в т (1589 бусловливает образование информационной РНК 
но которой делеция 1599 © а выпадения или добавления нуклеотидов 
ДВУМЯ ТОнамини ор Е «внефазнымь, то все последующие кодо- 
в гене А считывание о будут считываться неправильно. Эти резуль- 
ны, ВОВ НКО ать что ходоны информационной РНЕ области 
Тат ПОЗВОяан о > от А к В, т. е. в том же порядке, 
т П всегда считываются в а на генетических картах (так же, как 
в котором гены обычно Ра такой интерпретации говорят и другие 
на рис. 26—4). В И — 1589 имеется у фага с двойной мута- 
данные. Например, когда которых случаях инактивируется, но иногда 
цией в области А, ген В в 6 сохраняется. Обозначим мутанты как 
активность цистрона В м гене А только двойные мутации типа «-|-—» 
чи О бен гена В; сочетания «——» или «-|---» не- 
могут восстановить ты и следовало ожидать, здесь не играет роли 
эффективны. Кроме того, к 
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расстояние между двумя мутациями, а также последовательность мута_ 
ций (+— или —--). 

Поскольку делеция 1589 частично сохраняет активность гена В, то она 
должна представлять собой делецию числа нуклеотидов, кратного трем. 
Хотя кодон не может содержать менее чем три нуклеотида, он может сос- 
тоять из числа нуклеотидов, кратного трем, если, например, каждая мута- 
ция -- (или —) приводит к добавлению (или к потере) двух нуклеотидов. 
В этом случае кодон будет состоять из шести нуклеотидов. Мы можем 
определить размер кодона, соединяя мутант 1589 с разными делециями 
среднего размера в гене А. Предполагая, что обе точки разрывов, приво- 
дящие к таким делециям, встречаются беспорядочно, можно было бы 
заключить, что одна треть делеций А точно удаляла бы число нуклеотидов, 
кратное трем, одна шестая — кратное шести и так далее. Следовательно, 
если бы кодон состоял из шести нуклеотидов, то одна шестая делеций 
давала бы возможность функционировать гену В; если бы кодон состоял 
из трех нуклеотидов, то к такому результату приводила бы одна треть 
делеций. Опыты показывают, что в гене А в действительности немногим 
более одной трети этих делеций среднего размера приводит к восстановле- 
нию у мутантов активности гена В. 

Как можно себе представить природу участка, который в норме разде- 
ляет гены А иВу фага дикого типа г+? Если последовательность нуклео- 
тидов ДНК у концов каждого гена, 4 и В, заменяется на короткую после- 
довательность аминокислот (см. стр. 289), то транскрипция будет преры- 
ваться физически, благодаря чему появятся точки, указывающие на нача- 
ло и конец образования информационной РНК и полипептидов. Имеется 
и другая возможность; последовательность нуклеотидов информационной 
РНК, комплементарная последовательности трех (более или) нуклеотидов 
ДНК между генами А и В, не находит предполагаемого комплементарного 
триплета ни в одной из тРНК. Этот нетранслируемый кодон тРНК не может 
определять ни одну из аминокислот и поэтому называется бессмысленным 
кодоном. Согласно этой гипотезе, гены А и В в норме образуют непрерыв- 
ную ленту информационной РНК, которая при трансляции дает два 
отдельных полипептида. 

Сколько кодонов (из 64) относятся к бессмысленным? Генетические 
исследования области г П убедительно говорят в пользу того, что таких 
триплетов сравнительно мало*. Следовательно, большинство триплетов, 
вероятно, кодируют аминокислоты, а поскольку обычно встречается 
только 20 аминокислот, то одна аминокислота может кодироваться более 
чем одним кодоном. Таким образом, т то, очевидно, существует вырож- 
денный триплетный код. Если спаривание оснований тРНК с информа- 
ционной РНК протекает очень точно, т. е. строго комплементарно, то 
должно существовать более 20 видов тРНК, причем несколько типов тРНК 
будут переносить одну итуже аминокислоту. С другой стороны, если сущест- 
вует только 20 типов тРНК, и спаривание оснований с триплетами инфор- 
мационной РНК оказывается не очень точным, то данная молекула тРНК 
будет спариваться с разными (но сходными) триплетами информационной изм си! 
РНК. Можно принять любой из этих механизмов вырожденности. В ре- ушенных 
зультате его приложения ббльшая часть мутаций, заключающихся в заме- ня адег 
не оснований, вероятно, приводит к осмысленным кодонам, которые коди- сью 20 / 
руют другую аминокислоту, и, следовательно, образуются кодоны с иным 
значением (пуззепсе содопз). 

Удалось определить нуклеотидную природу некоторых точечных му- 
тантов в области г 1 (С. Чэми и С. Бензер, 1962). Предположим, что в нити 
ДНК, используемой для образования г+- информационной РНК, Г заме- 





* Установлено, что имеется три бессмысленных триплета — УАА, УАГ и УГА стоящее в 
(Вгеппег 5., Вагией, и др.— Майе, 1967, 213, 449). Прим. перев. одонов можно 
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нен на А, в результате чего об 
мутант г. Этот мутант фага не 
информационная РНК, содер 

р. ‚› содержащая У вместо 
к образованию дефектн з. Пе ежно Сы 


разуется некий специфический точечный 
лизирует штамм К12 Е. сой, так как его 


ся мутагенным при Дате Е Хотя 5-фторурацил т 
использовать для з ия у среде, на которой растет К12, его можно 
амещения У в синтезирующейся РНК. Если ф ил 

замещает У в информационной РНК рующ торурац 
обо не о ы ой ‚› то молекула тРНК иногда может 
на стр. 412). Если такая и т обсуждение данных по бромурацилу 
с мутантной информационн РНЕ еси же 
тРИБ, корея нь — тах К, будет содержать Г и будет той самой 
в г продунте нЕ - реносит ту аминокислоту, которая находится 

: У ьно, в г*-продукт правильно включится нужная 
аминокислота, и клетка хозяина лизируется. Поэтому г-мутанты, способ- 
ные к лизису только при добавлении фторурацила, вероятнее всего содер- 
жат Г в той цепи ДНК фага г, которая используется для образования ин- 
формационной РНК, а Ц— в комплементарной цепи. Мутанты, неспособные 
к лизису в присутствии фторурацила, могут содержать А или Ц в том месте 
ДНК, которое участвует в транскрипции информационной РНК. С помо- 
щью различных химических мутагенов, как и с помощью фторурацила, 
часто можно определить, присутствует ли Т, А или Цв нити, которая ис- 
пользуется при транскрипции. 

Иногда один бактериальный мутант супрессирует одновременно не- 
сколько точечных мутантов, находящихся в других местах нуклеотидной 
цепи. Предположим, что в некоторых из этих случаев все супрессируемые 
точечные мутанты содержат один и тот же триплет, измененный в резуль- 
тате одинакового замещения оснований, благодаря чему в разные поли- 
пептидные продукты неправильно включается одна и та же аминокислота. 
Эти состояния могут быть супрессированы мутантом, в котором изменена 
специфичность фермента, ответственного за активацию и прикрепление 
аминокислот к тРНК. Такая модификация сможет иногда привести к тому, 
что ТРНК будет неправильно переносить аминокислоту к рибосоме, 
несущей мутантную информационную РНК; эта аминокислота может 
оказаться той самой аминокислотой, которая в норме включается в этом 
месте в полипептид. Следовательно, мутанты, образующие измененную 
(неправильную) информационную РНК, все же могут безошибочно обра- 
зовывать белок, если имеется компенсация в виде дополнительной ошиб- 
ки — тРНК, неправильно переносящей аминокислоту. Такие супрессор- 
ные мутанты в известных пределах изменяют аминокислотный код, соглас- 
но данным С. Бензера и С. П. Чэмпа, а также А. Гарена и О. Сидики 

и се. О. $, 4962, ч. 48, 1444—1427). 

(Ргос. Маё. Аса4. 561. Ч. 5., ‚У. 45, 
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теза белка можно изучать ш УЙто, используя суспензию 
а ‘петок. Такую бесклеточную систему получают из Е. сой, 
разрушенных клето туанозин-, цитидин- и уридин-5’-трифосфаты вместе 
добавляя аДеНоВ Синтез белка можно легко обнаружить, если 
со смесью 20 Г-ами аминокислот (например, валин), которая включается 
одна из добавляемых Включение аминокислот подавляется при добав- 
в белок, радиоактивна. ая останавливает образование информационной 
м ДО ДНК "Пра отсутствии новой информационной РНК син- 
Р ‚ разруша ы 


тез белка прекращается. 
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Такое влияние ДНКазы связывают с образованием информационной 
РНК, поскольку при добавлении к системе тРНК или рибосомной РНК 
валин не включается, но включение восстанавливается, когда добавляется 
информационная РНК, полученная из отмытых рибосом. Добавляемая 
информационная РНК может быть получена и из других источников, 
Например, экстракты Ё. с0ой можно использовать для синтеза гемоглобина 
с помощью РНК из ретикулоцитов кролика, а РНК фага 12 в этой системе 
стимулирует включение аминокислот в белок, в том числе и в белок оболоч- 
ки фага (0. Ма апз и др., 1962). 

Используя такую бактериальную бесклеточную систему, можно также 
выяснить, влияет ли добавление синтетических полирибонуклеотидов 
на синтез белка. Прежде всего был добавлен гомополирибонуклеотид, 
содержащий У; полиуридиловая кислота приводила к включению в белок 


Т-фенилаланина (М. №тепрего а. 7. МаМВае!, 4964). Более того, оказа- 
лось, что: 


1) образовавшийся полипептид представляет собой поли-Г-фенилала- 
нин; 

2) другие аминокислоты не включаются в заметных количествах 
(однако, если изменяется концентрация магния или добавляется стрепто- 
мицин, то включаются заметные количества лейцина); 

3) промежуточным соединением в этой реакции оказывается фенилала- 
нин, связанный с ТРНК. 

Эти результаты означают, что, при наличии в нормальной информа- 
ционной РНК подходящей последовательности из остатков У, в синте- 
зирующийся белок, как правило, будет включаться фенилаланин. Это 
открытие было первым шагом на пути к решению проблемы кодирования 
с помощью РНЕ; другими словами, оно представляет собой первый слу- 
чай установления в информационной РНК той последовательности нуклео- 
тидов, которая определяет включение какой-то индивидуальной амино- 
кислоты в белок. 

Если синтетический полирибонуклеотид, содержащий У, смешивают 
< синтетическим полирибонуклеотидом, содержащим А, так чтобы обра- 
зовались пары оснований обеих цепей, или они закрутились одна вокруг 
другой, то включение фенилаланина полностью или частично подавляется. 
Таким образом, синтетический полимер наиболее эффективен ш уйто 
в состоянии одной нити (М. Этеег и др., 1963), так же, как и информацион- 
ная РНК ш \1уо. 

Удалось также изучить влияние присутствия разных оснований в од- 
ном синтетическом полирибонуклеотиде на включение аминокислот в белок. 
Используя полинуклеотидфосфорилазу, субстратами которой служат 
рибонуклеотиддифосфаты, можно синтезировать ш УЙто полирибонуклео- 
тиды, содержащие два или более разных рибонуклеотида. Анализ гетеро- 
полимера на ближайшее соседствование подтверждает, что действительно 
рибонуклеотиды расположены по длине полимера беспорядочно. Первые 
же анализы, проведенные в лабораториях Очоа и Ниренберга, сильно 
облегчались тем, что полифенилаланин был нерастворим в бесклеточной 
системе. Впоследствии для синтеза практически любого смешанного по- 
линуклеотида использовали избыток уридиловой кислоты с тем, чтобы 
синтезированный белок выпадал в осадок, а на основании его анализа 
можно было бы определить количество и качество включившихся амино- 
кислот. Так, для синтеза поли-УА, поли-УЦ и поли-УГ добавляли в 

5 раз больше уридиндифосфата, чем аденозин-, цитидин- или гуанозин- 
дифосфата. Для получения смешанных полинуклеотидов, содержащих 
УАЦ, УЦГ или УГА, использовали в 10 раз больше Уридиндифосфата, чем 
аденозин-, цитидин- или гуанозиндифосфата. 

Например, если в бесклеточную систему добавляли смешанный поли- 
рибонуклеотид, содержащий У и Ц, а затем определяли, какие аминокис- 
лоты, кроме фенилаланина, включились в белок, то среди них обнару“ 
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живали пролин и серин. Сле 


овател 
аминокислот входит мо довательно, в состав букв кода для этих 


определить, как влияют р ее ыы 
полирибонуклеотиды. Ко включение аминокислот другие смешанные 
аргинин требует ы Е дирование таких аминокислот, как аланин и 
кодовое отношение рисутствия трех разных нуклеотидов; таким образом, 
аминокислоты) рав (число нуклеотидов, требуемое для кодирования одной 
Е - ра но по крайней мере трем. Не найдено аминокислоты, 

м цеи для кодирования всех четырех типов нуклеотидов. На этом 
основании высказывается предположение о том, что в синтетических инфор- 
мационных РНК в аминокислоты транслируются триплеты нуклеотидов, 


т. е. триплетный код, заключ Е: Е. 
р : д люченный в Р 
Аб, , НК, фувкционирует и в опытах 


Если в смешанном полинук 
и цитидиловой кислот, тов слу 
ся больше серина, чем пролина 
получается обратный 
серина. Если исходить 


леотиде меняется соотношение уридиловой 
чае избытка уридиловой кислоты включает- 
. Однако при избытке цитидиловой кислоты 
результат — включается больше пролина, чем 
т из состава триплетов, то серин должен определять- 
ся триплетом 2У 1Ц, а пролин — 4У 2Ц. Заметьте, что на основании этих 
оезультатов нельзя определить ни последовательности нуклеотидов 
в триплете, ни порядка, в котором они считываются. Иными словами, 
несмотря на то, что для пролина буквами триплетного кода, заключенного 
в информационной РНК, служат 1У 2Ц, мы не знаем, какова их последо- 
вательность — УЦЦ, ЦУЦ или ЦЦУ. (Первый и последний триплеты 
различаются, так как однонитчатая молекула информационной РНК 
транслируется только в одном направлении.) 
Можно предсказать относительную частоту появления разных грипле- 
тов в синтетическом полимере, если урацил встречается в 5 раз чаще, чем 
й цитозин. Триплет УУУ встречался бы с частотой 5/6 Хх 5/6 х 5/6 = 
125/246. Хотя для буквенного кода 2У 1Ц возможны три способа рас- 
положения, одна из возможных последовательностей встречалась бы 
с частотой 5/6 х 5/6 х 1/6 = 25/246; любая из трех возможных последо- 
| вательностей 1У 2Ц встречалась бы с частотой 5/6 Х 5/6 Хх 1/6 = 5/26, 
а триплет ЦЦЦ — с частотой 1/246. Таким образом, отдельные последс- 
вательности встречаются, соответственно, с относительной частотой, 
равной 125 :25:5:1. Следовательно, если действительно существует 
триплетный код, то в присутствии такого полирибонуклеотида было бы 
обнаружено, что в белок включается в 25 раз больше фенилаланина, чем 
серина, ив 25 раз больше фенилаланина, чем пролина. Хотя результаты, 
получаемые с разными синтетическими полимерами, иногда отличаются 
В. от ожидаемых примерно вдвое, в целом они очень хорошо согласуются 
$ с приведенными выше рассуждениями и служат весьма убедительным до- 
казательством наличия в РНК триплетного кода. Существование триплет- 
ного кода подтверждается также тем, что информационная РНК Я 
гемоглобина содержит по длине приблизительно 450 рибонуклеотидов 
(Т. баеВИщ и др., 4964), тогда как в состав о- и В-цепей гемоглобина входит 
‹ |4 
т => ЕЕ. полирибонуклеотиды, которые при син- 
г. До СИЕ ее вались в качестве информационных РНК, содержали 
+0 т0Зе А м: избыток У. Как отмечалось выше, получаемый 
М по 3 ническим пр р обра из полифенилаланина, нерастворимого 
бот Сотона благодаря чему его можно легко собрать и коли- 
Е Вы ых фенилаланин и другие аминокислоты. Такие 
естве и ы Е: 
о к открытию букве о, у м гоу 
кислот. Наличие трех триплетов для лейцина — , ‚ 
С из вышеприведенного рассуждения), что 


цоказыв: ‹ак это следует ‹ 

ко ра и ш УЙто код оказывается вырожденным. Выдать 
` Е: 

су также для аспарагина, который обладает кодонами 2А 1У 


и1ЦААЛУ, и для изолейцина с его кодонами 1А 2У и2А 1У. 
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Триплетный код для тирозина представлен буквами > то к какова 
их истинная последовательность — АУУ, УАУ или ? Короткие 
последовательности рибонуклеотидов (олигорибонуклеотиды) ‚ можно 
удлинить со стороны нуклеозидных концов (3) с о 
фосфорилазы. Смесь олигорибонуклеотидов АУУ и (основание 
у 5’-конца всегда пишется в последовательности первым) удлиняется 
со стороны 3’-конца за счет остатков уридиловой кислоты. Когда поли- 
пептидный синтез исследуется в присутствии смешанных удлиненных 
полирибонуклеотидов — АУУУ... У или ААУУУ...У, то оказывается, 
что фенилаланин и тирозин включаются в значительных количествах, 
а изолейцин (который также имеет буквенный код 1А 2У) или аспарагин 
и лизин (буквенные коды 2А 1У) в заметных количествах не включаются, 
Поэтому вероятно, что основания в триплете для тирозина расположены 
в последовательности АУУ. 

Другой метод определения последовательности оснований в кодонах 
использует мутации, вызывающие замещения отдельных аминокислот 
в темоглобине (см. табл. 32—41), в белке вируса табачной мозаики 
(ВТМ), в триптофансинтетазе и в других белках. Мутации, возникающие 
спонтанно или под действием мутагенов, которые, как считается, приводят 
к замене отдельных оснований, по-видимому, сопровождаются изменени- 
ем только одного основания. Некая мутация ВТМ вызывает замену тиро- 
зина (АУУ) на фенилаланин (УУУ); очевидно, мутант вызывает замену 
одного основания (А на У). В случае мутантной триптофансинтетазы тиро- 
зин (АУУ) заменен на цистеин (ГУУ), т. е., по-видимому, происходит 
замена А на Г. В а-цепи гемоглобина Мькостон (см. стр. 428—429) гистидин 

(1А ЛУ 4Ц) в положении 58 заменен на тирозин (АУУ). Если происходит 
замена только одного основания — Ц на У, то кодон для гистидина дол- 
жен начинаться с А и состоять из последовательности АЦУ, или АУЦ. 
В гемоглобине «Цюрих» гистидин (АЦУ или АУЦ) в положении 63 заме- 
нен на аргинин (4Г 4Ц 4У). Возможно, происходит замена А на Г, так 
1то первым основанием в аргининовом кодоне будет Г, а сам кодон пред- 
ставлен последовательностью ГЦУ или ГУЦ. Если продолжить такого 
рода анализ, то для 19 и 20 аминокислот можно определить последователь- 
ность нуклеотидов в кодонах, содержащих урацил (Т. Лакез). Получен- 
ные последовательности (см. соответствующие графы на табл. 34—1) 
согласуются как с буквами триплетного кода и последовательностью осно- 
ваний, определенными ш УЙто, так и с данными по 87 из 93 известных 





Таблица 34—1 
ь ©, с, 
Ё #8 Е 8 Е 
2 :8 нЕ а Код ; ВвЕЕ 
5 #8 #8 з Ё ‘одоны, $ $ ЕЗЕЕ 
2 Е 24 53 2 содержащие У = $50= 
оз 35. ЗЕ ЕЕ 2 
< 5 235 НЗЕЕ 3 585 — ЗЕЕ 
Ала ЦУГ ЦАГ, ЦЦГ Ц.Г Лей УАУ, УУЦ, УГУ У.У 
Арг ТУЦ ГАА, ГЦЦ Г-Ц Лиз АУА ААА А-А 
Асн УАА, ЦУА ЦАА АА,Ц-А Мет УГА 
Асп ГУА ГЦА Г.А Фен УУУ 
Цис ГУУ Про ЦУЦ ЦЦД,ЦАЦ ПЦ 
Глу АУГ ААГ А.Г Сер ЦУУ АЦЕ 
Тли АГГ, ААЦ Г.Г тре УЦА АЦА, ЦГЦ «ЦА 
Гли гУг ГАГ, ГЦГ Три УГГ 
Тис АУЦ АЦЦ А.Ц Тир АУУ 
Илей УУА, ААУ Вал УУГ 


* Данные последовательности сходны с теми, которые приведены во второй колонке, но среди 
них нет последовательностей, повторяющихся среди кодонов для других аминокислот. 
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шли в результате замены о 


мещений 
замещении отдельных аминокислот, которые предположительно произо- 


дного основания. Несоответствия с данными, 

ь лотных замещениях, относительно редки и боль- 

шей ча - 

Я мень вероятно, возникают потому, что неизвестны все триплеты, 
аи некоторых случаях, когда имеют место последовательные или 


одновреме й ы 
дновременные изменения двух или трех оснований при замене одной 
аминокислоты на другую. 


Способность синтетических поли 
стимулировать включение 
используя реагенты 
осаждают белки, р 
Ш УЙто. Если си 


основанными на аминокис 


рибонуклеотидов, не содержащих У, 
аминокислот, можно также исследовать, 
(например, трихлоруксусную кислоту), которые 
астворимые в системах, где идет синтез полипептидов 
нтезировать гомополирибонуклеотиды, содержащие А, 
Ц или Г (или смешанные полимеры из этих оснований), а затем испытывать 
их, то удается обнаружить много кодирующих триплетов, не содержащих У. 
Например, полиА приводит к образованию полилизина, полиЦ — поли- 
пролина. Полинуклеотиды, богатые гуанином, работают плохо, возмож- 
но вследствие образования вторичной структуры за счет взаимодействий 
гуанин — гуанин. В упомянутой выше табл. 34—4 перечислены последо- 
пательности оснований в этих новых триплетах без У, причем они выбра- 
ны таким образом, чтобы не было дублирования нуклеотидных последо- 
вательностей, полученных для кодонов, содержащих У. 

При изучении включения меченых аминокислот ш УЙто необходимо 
использовать очень длинные олигорибонуклеотиды, например цепи, состоя- 
щие из 500—1000 остатков уридиловой кислоты. Несмотря на то, что иолиУ 
эффективно стимулирует включение фенилаланина в белок, отдельный 
тринуклеотид УУУ не обладает такой способностью. Вспомним, однако, 
что на первых стадиях синтеза белка необходима активация и присоеди- 
нение аминокислот к индивидуальной молекуле тРНК. Эта «нагруженная» 
тРНК связывается с рибосомой и, управляемая информационной РНК, 
включается в конец растущей полипептидной цепи. ПолиУ обеспечивает 
связывание с рибосомой фен-тРНК; другие полирибонуклеотиды приво- 
дят к связыванию других специфических нагруженных тРНК. 

Можно синтезировать или выделить олигорибонуклеотиды и исследо- 
вать их способность ш УЙто специфически связывать нагруженные моле- 

^. 
кулы ТРНК с рибосомами (М. М№тепьегр а. Р. Т.едег, 1964; Р. Г.едег 
а. М. №МтепЪего, 1964). (Условились содержащий У тринуклеотид с 3’-тер- 
минальным фосфатом обозначать как УфУФУФ, ас 5'-терминальным фос- 
фатом — как ФУФУФУ). Если используются тринуклеотиды фУфУФУ, 
ФАФАФА и фцфЦФц, то оказывается, что они управляют присоединением 
соответственно фен-, лиз- и про- тРНК; динуклеотиды на этот процесс 
не оказывают никакого влияния. Кроме того, тринуклеотиды с 5’-терми- 
фатом более активны, чем без терминального фосфата, а три- 
Е фос4 2, (3’)-терминальным фосфатом неактивны. 
и работ известно, что кодоном для валина служит 2У 4Г. 
р но определить, используя полиУГ, динуклеотиды, 
Порядок оснований мож 'УфГФУ и УУФГ. Оказыв 
5 ГфУФУ и его изомеры фГФУ и . Оказывается, что 
Кн вал —"тРНК с рибосомами определяют полиУГ и 
РЯЗАНИ г туклеотиды, ни тринуклеотиды УФГФУ и УФфУФГ. 
ГФУФУ, но ни ДИР У связывание с рибосомами молекул тРНК, соответ- 
ГФУФУ не влияет 4. минокислотам. Отсюда можно сделать вывод о том, 
ствующих другим ь етом для валина служит ГфУФУ; можно предска- 
что кодирующим ТРРУУГУУГУУ...ГУУ будет стимулировать включение 
зать, что полимер Аналогичное исследование позволило показать, 
в белок только ви а УФГФУ, по-видимому, кодирует цистеин. 
что УфУФГ кодирует п Е ставленных в табл. 34—4, будет исправляться 

Список кодонов, а разных методов при определении ш уЙто неко- 
п пополняться (с помощ й получаются противоречивые результаты). Тем 
торых последовательносте 
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не менее, при изучении списка кодонов Е, ны ыы 
ранее некоторое общее свойство м я нцов У. Другими а Ь 
два кодона для лейцина содержат с обоих к ми, 

тот же дублет, и их кодоны мож исать как 
ре А или у. Принимается, что В ность 
оснований двух аланиновых кодонов не входит У, хе зв р содер- 
жат Ц и Г, как и последовательность, содержащая 9, у ом х ды 
представить общим дублетом Ц.Г, в котором . означает У, и Ц. Этот 
и другие подобные дублеты указаны в таблице. В чем состоит от таких 
общих дублетов, обнаруженных при кодировании с помощью РНК п 
УЙто, остается неизвестным, так же как неизвестно, насколько часто 
в информационной РНК ш У1у0 встречаются триплеты, не содержащие У, 

В пользу существования вырожденности кода 11 у1уо свидетельствуют 
данные о том, что аминокислотный состав белков почти не меняется при 
сильных сдвигах в составе ДНК (к) . Лейцил — тРНК Ё. со можно 
разделить на три типа, каждый из которых обладает ш уЙто разными коди- 
рующими свойствами (С. уоп ЕБтепзвет а. 2. Ра1з, 1963). Первый тип 
предпочтительно реагирует с полиУЦ, второй с полиуУ и сополимерами, 
богатыми У (в том числе полиУЦ), а третий тип лучше всего использует 
полиУГ. После того, как было обнаружено, что лейцин переносится раз- 
‘ными аминокислотами, появилась возможность дать объяснение тем наблю- 
дениям ш УИто, в которых была обнаружена вырожденность кода для 
лейцина (по крайней мере четыре разных триплета) и двусмысленность 
кодона УУУ (так как он служит кодоном и для лейцина и для фенилала- 
нина). Предполагая, что каждому типу молекулы тРНК соответствует 
только один участок ДНК, можно использовать данные Г. Гудмен и А. Рич 
(1962); Д. Джиакомони и С. Спигелман (1962) (см. ссылки в главе 33) о су- 
ществовании в ДНК Е. сой около 40 отрезков, комплементарных тРНК, 
не только для подтверждения вырожденности кода, но и для оценки сте- 
пени этой вырожденности. В клетках Е. сой уже обнаружено 29 типов 
молекул индивидуальных ТРНК для 416 аминокислот (7. Со14з3еш и 
др., 1964). 

Хотя ДНК и полипептиды, которые она определяет, представлены 
молекулами, вытянутыми в длину, очень важно определить, действительно 
ли линейное расположение аминокислот в полипентиде точно определяет- 
ся линейными свойствами ДНК; иными словами, существует ли между 
ними колинеарность. Это можно проверить на мутантах фага Т4, образую- 
щих незаконченные молекулы белка головки фага. С помощью рекомби- 
нации эти мутанты картируются в линейной последовательности. При 
анализе белка головки фага оказывается, что длина образовавшегося 
участка молекулы точно пропорциональна расстоянию по карте от одного 
АВ Эти данные доказывают существование колинеарности. 

( и др., 1964; С. УапоЁ м и др., 1964; М. Весвшапл, 1964)- 

Несмотря на отмеченную вырожденность и ое мониесть кода, 
одинаков ли код в общем и целом для всех организмов? И если это так, 
то не является ли код по существу универсальным? Уже говорилось, 970 


нечто очень сходное с гемоглобином крол 
7 ика мо: ес- 
клеточной системе, полученной ча .* а оровать 6 




















М. В. НИРЕНБЕРГ, Ф. ЛИПМАН И С. ОЧОА 
(слева направо) (1962 г.) 


вать добавлением экзогенных информационных РНК, синтетические по- 
лирибонуклеотиды ш УИто ведут себя при включении аминокислот в 0с- 
новном так же, как и в бактериальных бесклеточных системах. Наконец, 
у самых разных организмов имеется явная корреляция между содержанием 
Г -{ Ц и процентом определенных аминокислот, включившихся в белок. Все 
эти данные подтверждают предположение о том, что у всех ныне живущих ор- 
ганизмов существует один основной код, используемый при синтезе полипеп- 
тидов, даже если и имеются некоторые различия, вызванные мутациями. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Исследование области г И фага ТА ш у! уо показывает, что генетический 
код для аминокислот считывается в одном направлении, по-видимому 
начиная с одной фиксированной точки на информационной РНК. Весьма 
вероятно, что код состоит из следующих друг за другом триплетов. Резуль- 
таты экспериментов позволяют считать код вырожденным, а почти все 
возможные кодоны осмысленными. 

Эти предположения были доказаны при изучении полипептидного син- 
теза ш уйто с помощью природной и синтетической информационной РНК, 
а также при исследовании мутантов с замещениями аминокислот и связы- 
вания ТРНК с рибосомами ш уйго. Удается также определить последова- 
тельности оснований в триплетах, которые осуществляют кодирование 
1 уйто. 

п мхо 
код, заключенный в РНК, в 06 





ДНК и полипептид, который она определяет, колинеарны; 
новном универсален. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 

34-4. Одинаков ли генетический код для аминокислот у всех свободно 
живущих организмов? Приведите необходимые доказательства. 

34-2. Сравните репликацию вирусной РНК с репликацией полипептид- 


ной цепи. 
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34-3. Какие данные можете Вы представить в пользу того, что д 
крепления информационной РНК к рибосоме не требуется спа 
комплементарных оснований на большом участке? 


34-4. Представьте доказательства в пользу того, что информационь 
РНК однонитчата. > 


34-5. Какие исходные материалы необходимы для получения с 
ного полирибонуклеотида в отсутствие затравки? В присутствии затравки 

34-6. Как Вы считаете, был ли первый генетический код вырожденных 

34-7. Вычислите относительную частоту встречаемости триплетов Ууу 
УУА, ААУ, УАЦ, ААА, ЦЦЦ в последовательностях полимера, синтези. 
рованного из рибонуклеотидов У, А, Ц, присутствующих соответственно 
в относительных концентрациях 6, 1, 1 

34-8. Используя для синтеза смешанного полирибонуклеотида поди. 
нуклеотидфосфорилазу и рибонуклеотидфосфаты А, У, Ги Цв относитель. 
ных концентрациях 4, 3, 2, 1, определите в полирибонуклеотиде соотно- 
шение следующих последовательностей (все они читаются только в одноу 
направлении): 

а) дублеты АУ; АЦ; ЦА; 

6) гомотриплеты; гетеротриплеты; 

в) квадриплет АУЦГ. 

34-9. Составьте минимальный список компонентов, необходимых для 
функционирования и воспроизведения самого простого свободно живущегю 
организма, который вы можете себе представить; определите минимальное 
число нуклеотидов, необходимых для осуществления тех функций, кото- 
рые приписываются генетическому материалу, если он представлен РНК; 
если это ДНК. Сравните полученные Вами цифры с числом нуклеотидов 
в ВТМ и фХ174. Какие выводы вы делаете? 

34-10. Предложите опыты, которые позволят получить достаточно чис- 
тую тРНК, акцептирующую фенилаланин; тРНК, акцептирующую лизин. 

34-1. Цистеин, прикрепленный к соответствующему нормальному 
типу тРНК, превращается в аланин при восстановлении никелем Рэнея. 
Предложите прямой опыт с использованием синтетических полирибонук- 
леотидов для проверки гипотезы, согласно которой тРНК действует как 
адаптор, определяя положение аминокислот на матрице. 

34-12. Как Вы можете объяснить наблюдение Л. Гроссмана, что воз- 
действие ультрафиолетовыми лучами на полиуридиловую кислоту не толр- 
ко приводит к подавлению включения фенилаланина при исследовании 
синтеза белка ш УЙто, но и сопровождается также повышенным включе- 
нием серина? Можно ли связать Ваше объяснение с тем наблюдением, 
что в норме полиуридиловая кислота кодирует не только фенилаланий, 
но и лейцин? 

34-13. Как вы можете объяснить то наблюдение Магни (см. ссылки 
к главе 30), что в случае некоторых мутантов дрожжей, индуцированиых 
ультрафиолетовыми лучами, нормальные мутации (реверсии) возникают 
в 6б—20 раз чаще в процессе мейоза, чем при митозе? 

34-14. Ряд точечных мутантов в области г И можно рассматрива?? 
как результат транзиций типа А: Т-> Г: Ц или Г; ев. Т, исходя 
из их способности к реверсии после обработки разными химическим! 
мутагенами. Добавление к питательной среде фторурацила не привод!" 
к образованию фенотипа г+ ни в одном из мутантов, которые в мутирова?” 
шей точке ДНК, по-видимому, содержат пару Г: Ц. С другой сторо» 
фторурацил приводит к образованию фенотипа г+ для 47 мутантов из 40, 
которые, по-видимому, в точке мутации содержат пару А: Т. Каки 
выводы Вы можете отсюда сделать? , 

34-415. Цепь гемоглобина всегда синтезируется, начиная с №-КоНИ“. 
Какое отношение имеет это наблюдение к решению дилеммы о том, ка 
осуществляются транскрипции: одним блоком или двумя? 


ЛЯ При. 
Ривани, 


мешан. 
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35-16. лько мо; 

Гу хер моно получить триплетов, содержащих один или 
дей т. озможных считываемых в одном направлении триплетов, 
Ч: руя сочетание АУГЦ? Сколько получится триплетов, не содержа- 
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Глава 85 


РЕГУЛЯЦИЯ СИНТЕЗА ГЕНОВ 


Экспериментально показано, что для синтеза ДНК ш уйго в биологиче 
ских системах требуются следующие компоненты: ДНК в качестве затрав- 
ки и матрицы; нуклеозид-5-трифосфаты аденина, тимина, цитозина и гуз. 
нина; ионы магния; ДНК-полимераза в водном растворе соответствую. 
щих рН и температуры. Добавляя ДНК-полимеразу Е. сой, можно полу- 
чить ш уЙто продолжительный синтез ДНК, протекающий фактически 
бесконтрольно и не регулируемый до тех пор, пока не истощится посту. 
ление одного из исходных продуктов, или пока процесс не будет ограничен 
каким-либо другим фактором. Синтез ДНК ш УЙто можно контролировать, 
изменяя количество одного или нескольких необходимых факторов. Напри- 
мер, мы можем удалить один из трифосфатов, содержащих основание, 
присутствующее в затравке-матрице. Уменьшая количество такого трифос- 
фата или используя трифосфат, содержащий аналог основания, можно 
контролировать скорость реакции, а также количество образующейся 
ДНК. Реакцию можно затормозить или даже заставить идти в противо- 
положном направлении, добавляя большие количества пирофосфата. 
Другими словами, имеется много способов, с помощью которых биохимик 
может регулировать ш уЙто синтез ДНК. Эти сведения весьма важны для 
того, чтобы ответить на вопрос: как регулируется синтез генов ш у1у0? 

Этот вопрос заранее заключает в себе предположение, что синтез 
ДНК ш \150 регулируется, а многочисленные данные, которые частично 
уже приводились, подкрепляют такое мнение. Существование регуляции 
синтеза ДНК на клеточном уровне обнаруживается в наблюдениях, пока- 
зывающих, что синтез ДНК идет в интерфазе и 
деления ядра. Доказательство 
на том, что при остановке си 
эуплоидным (--10%), 


. Следует отметить, 


тво у разных видов кра- 
бов, по-видимому, контролируется генетически (М. Зин, 1963). 


СИНТЕЗ ДНК У БАКТЕРИЙ, 
НЕ ЗАРАЖЕННЫХ И ЗАРАЖЕННЫХ ФАГОМ 


Рассмотрим регуляцию синтеза тенов на п 
обмена (см. рис. 35-1), приводящих к синтезу четырех обычных типов 
дезоксирибонуклеозидтрифосфатов в неза р 
Поскольку сейчас широко принимает что гены опреде- 
ляют синтез всех белков организма, и так как образование ДНК — это 
ферментативный процесс, то и контролирование синтеза генов также осу- 
ществляется с помощью генов. 
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РИС. 35-1. 
Пути ферментативного синтеза ДНК Е. сой. 


Прерывистыми стрелками обозначены реакции, идущие в зараженных Т-четными фага- 
ми клетках, а волнистыми — реакции, блокированные в таких клетках 

д — дезоксирибо-, ОМЦ—оксиметилцитидин, Ц- цитидин; Г—гуанозин; А—аденозин;. 
Т — тимидин; У — уридин; АТФ — аденозин 5’-трифосфат; 1 — тимидилатсинтетаза; 
2 — оксиметилаза; 3 — ОЦТФ-0ЦДФаза 


Рибонуклеозидтрифосфаты аденина, гуанина, цитозина и урацила 
в присутотвии дезоксирибозидазы, или редуктазы, превращаются в соот- 
ветствующие дезоксирибозиддифосфаты после удаления О в положении 2” 
(А. Тагззоп, 4963). Источником энергии для этой реакции служит АТФ. 
Дезокситимидин-5-монофосфат синтезируется из дезоксиуридин-5-монофос- 
фата в результате присоединения метильной группы в положении 5 
тимидилатсинтетазы. Известен штамм Е. сой, который 
мин и у которого отсутствует этот фермент. Такая 
тимин-зависимая клетка Е. сой может, однако, синтезировать тимидило- 
вую кислоту — тимидилат — после заражения фагом Т2; было показано, 
что в фаге Т2 содержится информация, необходимая для образования 
тимидилатсинтетазы со сходным действием, но отличающейся по некото- 
рым свойствам при хроматографии. `Участвующий в реакции Ве 
дин-5-монофосфат возникает по краинеи мере из двух источников. Один 
источник — это дезоксиуридин-5-трифосфат, от которого отщепляется 
пирофосфат под действием 4УТФазы; другой Е — Пиры гоь 
5-дифосфат, теряющий ортофосфат и иже я о [ы оуьь 
5-монофосфат. Дезоксирибонуклеозил- и ци . хе - лени 
гуанина и тимина фосфорилируются до о т вилы - 
фосфорилирующими ферментами — нуклеотидмонофосфаткин, в ре- 
зультате реакции 
ахФ о АТФ `яуклеовидмонофосфа 
аденозин, гуанозин или тимидин. (Следует от- 


Е. сой 
МФ-киназы, образующиеся в клетках и. со, 
метить, что АГМФ, аТМФ иаЦ яот аналогичных ферментов в незараженных 


за < ом, отличаютс 

ме ыы реворбвшиеся дезоксирибозид-5/-дифосфаты веронаневно о 
= а. и з 5’ трифосфаты с помощью других специфических фосфо- 
Е ферментов — нувлеовиддифосфаткиназ. Реакция протекает 
следующим образом: 


в присутствии 
требует для роста ти 


ткиназад ХФФ -- АДФ (аденозин-5’- 





дифосфат), где Х—цитидин, 
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а ХФФ -- АТФ нуклеозиддифосфаткиназай ХФФФ -- АДФ. 








Этой реакцией заканчивается целый ряд процессов, ведущих к образова. 
нию дезоксирибонуклеозидтрифосфатов, необходимых для репликации 
ДНК Е. сой. = 

Выше мы отметили, что инфицирующий вирулентный фаг несет соот. 
ветствующую информацию для образования специфической тимидилатсин- 
тетазы и, вероятно, для специфических нуклеозидмонофосфаткиназ. Эт 
заключение позволяет предполагать, что вирулентные фаги содержат 
необходимые предписания для синтеза ряда специфических белков, 
Фагоспецифическая РНК появляется через 2 мин. после внедрения ДНК 
Т-фага; через 4 мин. появляются специфические для фага белки, и через 
6 мин. синтезируется фаговая ДНК — в 5 раз быстрее, чем ДНК незара- 
женных клеток. ДНК хозяина быстро разрушается после заражения 
Т-четными фагами. Механизм этого явления до конца не ясен; предпола- 
гается, что в нем участвует новая ДНКаза, которая появляется после 
заражения фагом. Примерно через полчаса после заражения образуется 
и в результате лизиса освобождается 100—200 новых фагов. Наличие такой 
активности заставляет нас предположить, что после заражения вирулент- 
ным фагом синтез всей ДНК и информационной РНК в бактериальной 
клетке управляется фаговой ДНК. Тот факт, что ДНК Е. сой содержит 
цитозин, тогда как Т-четные фаги содержат 5-оксиметилцитозин (ОМЦ), 
к которому у разных Т-четных фагов прикреплена в разных количествах 
глюкоза, дает возможность проверить эту гипотезу другим способом. 

Через несколько минут после заражения четным фагом дезоксицити- 
дин-5'-монофосфат превращается в АаОМЦФ с помощью оксиметилазы. 
Этот фермент образуется заново, так как незараженные клетки, или клет- 
ки, зараженные фагом Т5 (не содержащим в ДНК ОМЦ), не обладают окси- 
метилазной активностью. Под действием киназы, также образующейся 
только в клетках, зараженных Т-четным фагом, ДОМЦФ фосфорилируется 
до ЧОМЦФФФ. В клетках, зараженных фагом, все нуклеозидмонофосфат- 
киназы, соответствующие Г, Т и ОМЦ, могут быть представлены одним 
новым ферментом. В клетках, зараженных Т2-фагом, появляется другой 
новый фермент, который отщепляет пирофосфат от АЦТФ и ортофосфат 
от аЦДФ, превращая их в АЦМФ, который, как описывалось, служит 
‘субстратом при образовании аоМЦФ. Дефосфорилирующая активность 
этого фермента, ЦТФазы, в 60 раз выше активности фосфорилирующей 
киназы, причем он не действует на аОМЦФФФ. Такой механизм обеспе- 
чивает удаление цитозина из ДНК Т-четных фагов. 

Биохимические пути, описанные в клетках, незараженных и заражен- 
ных Т-четным фагом, приводят к синтезу 4ОМЦФФФ, 4АТФ, аГТФ, и 
АТТФ—то есть субстратов, необходимых для синтеза ДНК Т-четных 
фагов с помощью ДНК-полимеразы. Как и для других ферментов, инду” 
цированных фагом, в зараженных клетках активность ДНК-полимеразы 
очень высока. Отличается ли новая ДНК-полимераза, вырабатываемая 
в ответ на заражение фагом Т2, от ДНК-полимеразы, образующейся 
в незараженных клетках Ё. со? ДНК-полимеразы из незараженных 
и зараженных клеток различаются по антигенным свойствам, по распре 
делению при хроматографии и по чувствительности к действию специфи- 
ческих ядов. Более того, ДНК-полимераза может использовать в качестве 
матрицы-затравки нативную однонитчатую ДНК, тогда как полимераза 
из зараженных клеток на такой матрице не работает. При добавлении 
однонитчатой матрицы-затравки полимераза Ё. сой увеличивает количест 
во ДНК в 10—20 раз, тогда как полимераза из зараженных клеток даже 
не удваивает количества ДНК. Поэтому мы можем заключить, 970 В 


клетках Е. сой, зараженных Т2, образуется новая ДНК-полимераза’ 
Т2 — ДНЕ-полимераза. д 
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(итав оснований дву 
определить по плавуче 
же путем измерения т 
веттвие состава основ: 
а. Г. Маншиг, 1963) д 


1, что весь ТИМИН В 
нозаний следующий: 
ДНК 


обет 
Как уже отмечалось, в ДНК фагов Т2, Т4 и Тб глюкоза, связанная 


ому. Остатки глюкозы прикрепляются 
ферментов, называемых глюкозил- 
ят глюкозу с уридиндифосфатглю- 
—1) на ОМЦ-остатки в ДНК. Такие 
женных клетках или клетках, инфициро- 
е индуцируются фагом. Заметьте, что 
с полидезоксириб ми. 
Итак, мы видим, что после заражения ре о ава 
новые ферменты, осуществляющие специфический синтез только вирусной 
ДНК, и неитрализующие ферменты хозяина, способные мешать этому 
процессу. Известно также, что новые ферменты ускоряют синтёз вирусной 
ДНЕ, участвуя в тех же реакциях, которые идут под действием фермен- 
тов хозяина. (Например, фаг индуцирует образование тимидилатсинтета- 
зы, отличающейся от тимидилатсинтетазы хозяина.) Этот результат 
не только свидетельствует о том, что вирусная ДНК приводит к распаду 


ДНК хозяина, но и помогает понять, как синтез ДНК регулируется гене- 
тически в системе Т-четный фаг — Е. с011. 


рменты перенос 
козы (У ) (не показаны на рис. 35 
ферменты не найдены в незара 
ванных фагом Т5. Очевидно, 
глюкозилтрансферазы реагиру 


РАЗЛИЧИЯ В СОСТАВЕ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ, 
НЕСУЩИХ ГЕНЕТИЧЕСКУЮ ФУНКЦИЮ 


Состав оснований двунитчатой ДНК, содержащей А, Т, Ц и Г, можно 
определить по плавучей плотности при ультрацентрифугировании, а так- 
же путем измерения температуры ее денатурации (плавления). Несоот- 
ветствие состава оснований, получаемого обоими методами (1. Тасзкавазв 
а. Т. Магшат, 1963) для ДНК фага РВЗ1 (а также РВЗ2), объясняется 
тем, что весь тимин в ДНК этих фагов заменен на урацил, и состав ее 
оснований следующий: А = 0,359, У = 0,359, Г = 0,134 и Ц = 0,147. 
ВДНК хозяина этого фага, Вас из зиб И, содержится тимин, а не ура- 
цил. Очевидно, в своем собственном геноме фаг несет информацию, кото- 
рая обеспечивает включение в ДНК 4УМФ вместо АТМФ. 

Фаг РВЗ1 может трансдуцировать некоторые генетические маркеры 
своего хозяина. Такие трансдуцирующие фаги, как Р22 и ^, обладают ДНК, 
сходной по составу с ДНК хозяина. В нашем случае содержание Г -- Ц 
У хозяина и фага резко различается, составляя соответственно 43 и 28%. 
Следовательно, система фаг РВ$1 (РВ$2) — Вас из зибёИ!$, по-види- 
мому, представляет собой исключительно удобный случай для исследова- 
ния механизма трансдукции, а также генетики, биосинтеза и гомологии 
ДНК хозяина и фага. :. ы 

ОМЦ, с которым связана глюкоза, или свободный ОМЦ и У, — это 
не единственные новые основания ДНК, включение которых приводит 
К генетически определяемым изменениям ее состава (на стр. 270, 271 
Уже указывалось, какие различные основания могут находиться в на- 
тивной ДНК.) В ДНК могут появляться и другие пиримидины. 5-метил- 
Цитозин можно обнаружить у высших организмов, например у пшеницы, 
млекопитающих, рыб и насекомых, причем У! тн 5-метилцитозина 
больше, чем у животных. С другой стороны, 5-метилцитозина нет у 
Многих микроорганизмов — бактерий, актиномицетов, дрожжеи и у 
Родственных им организмов — водорослей и простейших. ть 
что в ДНК находятся следовые количества 5-рибозилурацила. Наконец, 
ТиМин, по-видимому, замещен на бромурацил в инфекционном вирусе 
Ринотрахеита, крупного рогатого скота (1. Эбеуепз а. №. Стошап, 1963), 
У фага он замещен на 5-оксиметилурацил (р. Возсое а. В. Тискег, 1964). 

НК может содержать и разные пурины. Хотя 5-метиламинопурин 
(6-мотиладенин) не найден в ДНК актиномицетов, дрожжей, высших расте- 
НИЙ или высших животных, он обнаружен у некоторых бактерий, напои- 
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. Г й й 
мер, у Е. сой, Аетофас1ег аеговепех, Оёр1ососсиз рпеитотае, Мусобасет ит 


116егси!о5$ 605 и у соответствующих нение Не более 0,7% 
всех оснований составляет 5-метиламинопурин. Сообщалось, ых ДНК 
содержатся следы 2-метиламиногуанина, О-диметиламиноцуринь: -метил- 
гуанина и 2-метиладенина. Однако в отличие от данных по пиримидинам, 
неизвестны случаи, чтобы в ДНК, образующейся в нормальных условиях, 
обычные пурины (А или Г) заменялись целиком или в заметных количест- 
вах другим пурином. ТИ 

Интенсивное включение в ДНК 5-бромурацила, 5-йодурацила, 5-хлор- 
урацила, 5-фторурацила, тиоурацила или 8-азагуанина может происхо- 
дить, когда культура тканевых клеток или бактерий выращивается в сре- 
де, содержащей эти соединения. Чтобы получить такое включение, надо 
создать особые условия питания, и степень включения будет частично зави- 
сеть от специфических свойств исследуемого соединения. Поскольку вклю- 
чение зависит также от природы штамма, то такое исследование может 
способствовать пониманию природы генетического контроля синтеза ДНК, 
5-йоддезоксиуридин включается в хромосомы кончика корешка широко 
распространенного бобового растения Иа уаёа. 

Известны разные естественные аналоги аденозина (3. Совеп, 1963): 
а-рибозилдиметилбензимидазол, небуларин, псикофуранин, кордицепин, 
туберцидин и пуромицинаминонуклеозид. Некоторые из этих соединений 
могут фосфорилироваться, однако ни один из них не был найден в поли- 
нуклеотидах. Было бы интересно узнать, как в клетке генетически кон- 
тролируется образование этих рибозидов и как предотвращается их вклю- 
чение в полимерные нуклеиновые кислоты. 

Сейчас уже наступило время поинтересоваться, в чем же может заклю- 
чаться генетическая природа разделяющих полипептиды участков, 
которые, как предполагалось, расположены периодически вдоль 
нитей ДНК. Эти сведения были бы уместны в настоящем разделе, так как 
такие разделяющие участки могли бы служить естественными концами 
молекул нуклеиновых кислот, несущих генетическую функцию. ш уйго 
с помощью ДНК-матрицы и ДНК-полимеразы, активируемой магнием, 
можно (стр. 303) присоединить риботид к концу молекулы ДНК и синте- 
зировать смешанный полинуклеотид, состоящий частично из РНК, а 
частично из ДНК. Идут ли такие реакции т у1у0? Было бы очень важно 
изучить механизм регуляции, с помощью которого в одном зрелом фаге 
оказывается двунитчатая ДНК, а в другом — однонитчатая. 

Ответы на некоторые из этих вопросов могли бы в конце концов под- 
вести нас к объяснению механизма репликации 

отмечалось на стр. 340, кольцевая хромосома Е. с 

11 у1уо с фиксированной точки. Очевидно, 

параллельно: одна комплементарная нить т Уклеозидного конца, 
Копз, 1964). Эта ситуация 
раскручивания ДНК. ие ево 
служит своеобразным центром, в 
чивание. 


м ш У1уо, касается 
лось, что начальная точка. синтеза ДНК 


ращение которого обеспечивает раскру- 


РЕГУЛЯЦИЯ СИНТЕЗА ГЕНОВ, состоящих из РНК 


Вирусы, содержащие РНК (Р, ВТМ, вирус полиомиелита) 
, 


ри образовании Р ПОВ 


димых для репликации 1 У1уо комп. ы таз, необхо- 
лементарной РНК 
Хотелось бы знать, изменчива ли «генет А 


рассматривалась для ДНК 


пени эта изменчивость регулируется генотипом. В этой с 
. вя 
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тить, что при заражении вирусом полиомиелита подавляется синтез РНК 
хозяина и индуцируется синтез вирусной инфекционной РНК. Гуанидин 
в концентрации 0,001/М подавляет синтез вирусной РНК (1. НоНапа, 
1963). После заражения ВТМ цитоплазматическая рибосомная РНК рас- 
падается, а освобождающиеся рибонуклеозиды используются при синте- 
зе РНК ВТМ (К. Ведат, 1963). С другой стороны, ни белок хозяина, ни 


РНК хозяина не включаются в потомство фага ФВАТ, содержащего РНК 
(р. Е а. \. Рагапсвусв, 4963). о 


«ГЕНЕТИЧЕСКАЯ» ДНК "ТРАНСКРИПЦИЯ ГЕНЕТИЧЕСКАЯ» РНК 


ее 
< 





Существование частиц-убийц (ти) у Рагатечит, так же как и подобных 
бактериальных эндосимбионтов ^ и Хх (см. стр. 387), зависит от генов хозяи- 
на, локализованных в микронуклеусе. Здесь участвуют два несцепленных 
доминантных гена М, и М5, каждый из которых независимо может под- 
держивать рост и размножение ти-частиц. Чувствительные особи, не 
убийцы, но содержащие ген М,, ген М» или оба этих гена, не порождают 
спонтанно ти-частиц; следовательно, эти гены не участвуют в непосред- 
ственном образовании ти-частиц. Если же после конъюгации доминант- 
ные М-гены «убийцы» замещаются другими, и образовавшийся эксконъю- 
гант содержит гены т, Та, то, Ш», то через 8—18 делений ти-частицы 
(которые содержат ДНК и которые можно наблюдать), а вместе с ними 
и фенотип «убийцы» исчезают. Это задержавшееся исчезновение ти-частиц 
происходит внезапно, так как клетка сначала содержит много частиц, 
а потом они полностью исчезают. Поэтому предполагается, что М-гены 
контролируют существование ти-частиц с помощью продуктов этих генов, 
называемых метагонами. 
Многочисленные опыты подтверждают эту гипотезу. У Рагатедит 
было также найдено, что: 
1) достаточно одного метагона для поддержания многих ти-частиц; 
2) метагоны реплицируются редко, либо вообще не реплицируются; 
3) метагон может переходить через цитоплазматическии мостик от 
одного члена конъюгирующей пары к другому; 
4) }: отсутетвие М-гена содержание метагона при последующих деле- 
ниях падает; 5 
5) в норме в каждой особи-убийце содержится около 1000 метагонов. 
Более того, рибонуклеаза разрушает метагоны; следовательно, РНК 
является их важной составной частью. Ми-частицы разрушаются сразу, 
при первом же делении после того, как метагоны удаляются из клетки 
с помощью рибонуклеазы. Метагоны могут синтезироваться через два 
деления после обработки РНК-азой, если присутствует ген М .. После- 
дующие результаты показали, что метагоны представляют сооои инфор- 
мационную РНК с высоким содержанием Г -- Ц. Таким образом, сущест- 
вование эндосимбионта регулируется с помощью информационной РНК 
хозяина. Метагоны могут попасть не только в другие парамеции, но и 
в другие простейшие — 'райиит. Последние получают мотароны и ти ча- 
стицы, если их кормить парамециями, которые содержат эт коионон 
РНК метагонов, полученная из Райцит или парамеций, может давать 
тибриды с ДНК из парамеций с М-генами ив меньшей мани ДНК 
из т-парамеций. С ДНК из аайщит гибриды не образуются. тому 
мы считаем, что гены Му Глайиит отсутствуют. Тем т менее к. 
в Омпиит не только существуют, но и размножаются (Г. С1з0п а. 
Т. боппероги, 4964). Эти данные заставляют предполагать, что у Рага- 
метагонов каким-то образом подавляется, хотя 


тесит репликация РНК т 
? . охраняется в качестве информационной. В этом 


эта РНК довольно долго © 


ре шее изложение основано на работе И. Джибсона и др. (1963). 
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отношении РНК метагонов сходна с ДНК при В траноду ний 
У парамеции РНК метагона ведет себя как вирусная РНК, а +. поро- 
ждается клеткой, но неспособна к репликации; у Ра кл не может 
ее порождать, но РНК метагона может размножаться самостоятельно» 
Очень важно узнать как можно больше о природе и происхождении фер- 
мента, обеспечивающего репликацию метагона, а также о механизме, 
который в определенных условиях подавляет или препятствует размно- 
жению метагона. Иногда генетический контроль репликации РНК со сто- 
роны хозяина может осуществляться с помощью интерферонов — белков 
(по-видимому, синтезированных с помощью информационной РНК клет- 
ки), которые подавляют репликацию определенных вирусов (В. ГосКВагё, 
1964). Е . 

Вышеприведенные данные показывают, что ш \У1уУ0 транскрипция 
генетической ДНК может приводить к образованию генетической РНК. 
Мы уже отмечали, что при транскрипции т уЙто РНК может продуциро- 
вать ДНК (стр. 303). Вирус саркомы Рауса (ВСР) инфицирует клетки 
куриного эмбриона; этот вирус содержит РНК, и из клеток саркомы Рауса 
можно выделить инфекционную РНК. Если синтез ДНК подавить вскоре 
после обработки клеток ВСР, то образование потомства вируса прекра- 
щается; однако, если ингибирование происходит позднее, то вирус раз- 
множается. Опыты по гибридизации РНК с ДНК показывают, что после 
заражения ВСР клетка куриного эмбриона синтезирует ДНК, гомологич- 
ную вирусной РНК (Н. Тешут, 1964). Такой ДНК нет до заражения, и она 
не гомологична молекулам РНК, не связанным с ВСР. Было высказано 
предположение, что эта новая ДНК представляет собой стадию провируса 
при размножении ВСР, напоминающую стадию профага у фага ^. Оче- 
видно, здесь имеет место случай транскрипции ш У1у0 в направлении 
от генетической РНК к генетической ДНК, причем транскрипция, вероят- 
но, может идти и в обратном направлении. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Описываются некоторые биохимические реакции, ведущие к синтезу ДНК 
бактерии и фага. В этих реакциях участвует большое количество специ- 
фических ферментов. Поскольку ферменты непосредственно зависят от дей- 
ствия генов, то мы в какой-то степени рассмотрели, как осуществляется 
генетический контроль синтеза генов. Обнаружение в ДНК оснований 
отличающихся от А, Т, Ги Ц, способствовало и будет способствовать 
дальнейшему изучению этой проблемы. Для того чтобы до конца понять 
в чем заключается регуляция 1 у1уо функций генетических нуклеиновых 
кислот, необходимо дальнейшее исследование факторов, определяющих 
состав полинуклеотидов, их длину, их одно- или двунитчатость. [п хо 


может идти транскрипция генетической ДНК в генетическ 
ы скую РНК (мета- 
гоны) и, по-видимому, генетической РНК (вирус сарком 

мы ы 
ческую ДНК. р Рауса) в генети 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


35-1. Почему А. Корнберг и сотрудники не смогли по 
интенсивного синтеза ДНК в экстрактах клеток 
к которым были добавлены дезоксиаденозин-, 1 
зин- и дезоксицитидин-5’-трифосфаты? Как бы В 
желаемый синтез? 

35-2. Что мы узнали относительно генетического конт 
зом нуклеиновых кислот из опытов 11 УЙто? роля над синте- 

35-3. Как Вы думаете, контролируются 
оснований в ДНК генетически? Обоснуйте сво 


лучить достаточно 
зараженных фагом Т2, 


тимидин-, дезоксигуано- 
ы поступили, чтобы пошел 


е мнение. 
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ы 
35-4. р на то, что при лабораторном синтезе получается смесь 
а- и ко ураций нуклеозидов (которые различаются по способу взаи- 


морасположения), все нуклеозиды ДНК имеют В-конфигурацию. Как вы 
можете объяснить этот факт? я 


гр 

35-5. ем опыты, проливающие свет на генетику (а) ДНК-поли- 
меразы, (6) -синтетазы, (в) РНК-полимеразы, (г) полинуклеотидфосфо- 
рилазы. 

но Е 

35-6. Как Вы думаете, какие биохимические реакции возникли в эв0- 
люции первыми: ведущие к синтезу ДНК или РНК? Объясните. 

Э52Т, Многие мутанты ВТМ, индуцированные азотистой кислотой, 
дают ее фенотип, не изменяя последовательность аминокислот 
в белке оболочки. Каким образом такие мутанты могут давать свойствен- 
ные им фенотипические эффекты? 

35-8. Что говорят нам о происхождении вирусов опыты с метагонами? 
Объясните. 
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Глава 986 


РЕГУЛЯЦИЯ ДЕЙСТВИЯ ГЕНОВ. ОПЕРОНЫ 


Всестороннее исследование любого организма показывает, что огромное 
число самых различных его свойств определяется генетически. Некото- 
рые из них, возможно, представляют собой результаты присутствия или 
отсутствия генетического материала (например, у парамеции наличие 
«цитоплазматической ДНК» может определяться присутствием каппа- 
частиц); другие свойства, вероятно, связаны с изменением локализации 
генетического материала (например, изменение состояния эписом или 
инверсия участка хромосомы). Но присутствие, отсутствие или локализа- 
ция генетического материала ничего не дают для описания механизма, 
действующего в клетке или в организме, если они подвергаются внешним 
воздействиям, и не помогает понять, как генетический материал осущест- 
вляет свою функцию. 

Поэтому мы обратим особое внимание на те возможные свойства, кото- 
рые представляют собой результат действия генетического материала или 
в проявлении которых он сам участвует. Самовоспроизведение, являясь 
тем типичным актом, который определяется генетическим материалом, 
должно иметь ряд фенотипических последствий, заключающихся в уда- 
лении материала — предшественника гена из метаболического фонда 
и в появлении нового генетического материала. (Генетические механизмы, 
контролирующие репликацию гена, были рассмотрены в предыдущей 
главе.) Известно очень много случаев (включая абортивную трансдукцию 
и неделящиеся высоко дифференцированные клетки, например, нейроны), 
которые доказывают, что ген может действовать, не реплицируясь. Мы уже 
знаем,что фенотипы всегда зависят от синтеза белка, а для образования 
информационной РНК необходимо действие генов. Участие ДНК в обра- 
зовании комплементарной ДНК, т. е. в репликации гена, может препят- 
ствовать использованию ее при образовании комплементарной РНК, т. е. 
участию гена в полипептидном синтезе. Может быть, все так и происходит 
даже если ДНК-полимераза использует большой желобок, а РНК_поли- 
мераза — малый желобок двуспиральный ДНК. Обнаружение генов- 
регуляторов (наприуер, активатора у кукурузы, стр. 398) показало. что 
действие генов иногда контролируется генетически. С 
возможности, что гены в ДНК могут прояв 
эффекты с помощью механизмов, к которым не 
ция ДНК и образование информационной РНК 

Действие т действительности может 
тическим путем. Для образования данног 
обычно требуется целый ряд А а обмена 
конечный продукт подавляет действие фермента, который о И случаях 
участвует в этом пути обмена. Такое ингибирование фе — им из первых 
продуктом, очень распространенное у бактерий, ОБ пень | 
ный и очень точный контроль скорости синтеза мн ив 
Ингибирование фермента конечным продуктом п Не 
из примеров контролирования действи Е 


е и я гена с пом. 
ной связи. Возможно, что действие гена может ву 
о 


Нельзя исключить 
лять свои фенотипические 
имеет отношения реплика- 


контролироваться негене- 


ает немедлен- 
х метаболитов. 
ляет собой один 
механизма обрат- 
ваться более непо- 


находятся три гена, разделяющиеся п 
и ре: 
ляет структуру фермента В-галажтозид-пери комбинации. 
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ВА, КОТО 
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ториало, 
ся в уд 








туру фермента В-галактозидазы ( 
измененного белка, не обладающе 
мого С2; этот белок можно иден 
ным свойствам); третий ген, # 


которое препятствует образованию генами Уи 2' пермеазы и галактози- 


некоторые аллели 2 приводят к синтезу 
го ферментативной активностью, называе- 
тифицировать по специфическим антиген- 
› определяет синтез вещества репрессора, 


дазы. Однако в присутствии лактозы (она служит субстратом, на который 
действуют эти ферменты) репрессорное вещество, образуемое геном &, 
инактивируется, в результате чего становится возможным образование 
ферментов генами у” и 5”. Лактоза функционирует в качестве индуктора. 
Поэтому клетка Е. со, будучи генотипически у'='1, не может образовы- 
вать пермеазу или галактозидазу конститутивно (в отсутствие лактозы), 
но синтезирует ее в результате индукции (в присутствии лактозы). Этот 
пример во многих случаях служит моделью для объяснения генетической 
природы образования индуцированных ферментов. В этом случае система 
обратной связи контролирует образование, но не активность определен- 
ных ферментов. 

Порядок расположения этих генов на карте следующий: ГГ... Рто... 
(Г.с)у21...А4...Са1. Заметим, что все три гена области Гас действуют на 
одни и те же вещества. Ген & образует репрессорное вещество, которое 
в отсутствие лактозы оказывает плейотропные влияния, т. е. вызывает 
фенотипическую супрессию обоих генов У'и 2'; поэтому ген # можно 
назвать геном-регулятором. 

Рассмотрим, каковы последствия некоторых мутаций области Гас. 
Мутанты, способные к конститутивному синтезу пермеазы и галактозида- 
зы, могут иметь генотип у"2"&, который не образует специфического репрес- 
сора, и гены у" и 2' в этих клетках действуют при всех обстоятельствах. 
Клетки Е. со, гибридные по области Гас, можно получить введением 
в Е -клетки Е-мерогенот, несущих область Гас (стр. 369). Таким образом, 
мы можем получить клетки Е. со, у которых хромосома несет гены у"2'2 
(которые сами конститутивно образуют пермеазу и С2-белок), а Гас-части- 
ца — гены у'’2' (которые образуют пермеазу и галактозидазу только 
после индукции). Гибридные неиндуцированные клетки не образуют этих 
продуктов (в отсутствие лактозы), хотя все три белка (пермеаза, галакто- 
зидаза и С2-белок) образуются в неиндуцированных бактериях (при 
контакте с лактозой). Поэтому мы можем заключить, что один ген & может 
вырабатывать репрессорное вещество, которое подавляет конститутивное, 
но не индуктивное образование соответствующих продуктов нормаль- 
ными или мутантными генами у и 2, вне зависимости от того, локализова- 
ны ли гены в том же самом хромосомном сегменте. Другими словами, 
вещество-репрессор ди ндирует и может действовать на расстоянии. 

елый И И. А. Герена и М. Отсуйм (1964), М. Бей- 
лиса, Дж. Салсера и А. Элдера (1964) показывает, что репрессор пред- 
ставляет собой белок! Аллель гена #', ген Г, называемый суперрепрессором, 
подавляет функцию локусов 2 и У даже в присутствии лактозы. Очевидно, 
что вещество суперрепрессора нечувствительно к лактозе, и локусы у 
и 2 не могут дерепрессироваться. д 

Был найден другой мутант, в котором продукты генов у и 2' образуют- 
ся конститутивно, что может объясняться мутацией гена Г. Будем НаЗы 
вать этот мутантный аллель #. Если Е — Гас-частицу с генотипом у'2"ё 
поместить в клетку с хромосомой И '21 (которая сама по себе образует кон- 
<титутивно пермеазу и С2-белок), то в неиндуцированных бактериях С2-бе- 
лок не будет образовываться конститутивно. Следовательно, предполо- 
жение, что { есть мутант й, неверно, и Г’ должен быть в действительно- 


п-т 


1 П у х 
Родукт гена Г — репрессор Сас-оперона удалось выделить в чистом виде и пока- 
Зать, что это на ИЕ высоким сродством к ДНК Гас-области.— Прим. 
перев. 5 в 
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ети #{', так как он образует репрессор, способный репроооировтеай 
тутивный синтез С2-белка. Тогда в чем же заключается мутац ее ИЦЫ 
Е — Гас? Предположим, что мутация Е — Гас-частицы находится в дру- 
гом локусе, 0*. Новый аллель 0° позволяет работать конститутивно только 
локусам у и 2 в той же хромосоме (или частице) вне зависимости от того, 
какой аллель гена { находится в клетке. Предполагая, что это так, и не 
обращая пока внимания на порядок генов, можно представить генотии 
Е — Гас-частицы как у'2'0°{', а генотип хромосомы — как У'20'1. Соглас- 
но этой новой гипотезе, гибрид должен продуцировать конститутивно 
пермеазу и галактозидазу и, кроме того, синтезировать С2-белок при индук- 
ции. Так это и оказалось; результаты, полученные в опытах с этим геноти- 
пом, а также с гибридами, содержащими аллели 0’и 0*, суммированы 
в табл. 36—41. Например, генотип у*20*ё' /Е—Гас у"2'0°{ конститутивно 
образует ферменты у’ и 2', но не образует вещества С=, однако в индуци- 
рованных клетках синтезируются все три белка. Частичный фенотипиче- 
ский анализ доступен для двух других генотипов. Так, неиндуцированные 
клетки уг'о*Г'/Е—Гас у"20°ё" продуцируют С2-белок, но не галактозида- 
зу, хотя оба белка синтезируются после индукции; клетки с генотипом 
У’ 20"Г |Е—Гас у2'0°" образуют галактозидазу конститутивно, а галак- 
тозидазу и пермеазу — в результате индукции. 

Таблица 36—1 


СКРЕЩИВАНИЕ КЛЕТОК Е. со! И ПРОЯВЛЕНИЕ ОБЛАСТИ Тас 


=——=—— о аЕи зоблыками беоне 7 реа 





Генотит Неиндуцированные бактерии Индуцированные бахтерии 
Хромосома Е-— Тас П ры СБ п 7. СБ 
ао ой 
р Уно + 38 36 н 100 270 100 
+20 С: УчаЧоср+ 50 110 н 100 330 100 
У2+0*+ У+20<+ _ <! 30 — 100 400 
20+ 920+ н 60 — 100 300 = 


Примечание. (П) — пермеаза, (Г) — галактозидаза, (С Б) — 6 
удается определить, (—) не АЛЬ ы а г — 


И -НБЕ— 


Следовательно, результаты этих опытов подтверждают существование 
гипотетического гена-оператора, о’, который чувствителен к репрессору 
образуемому геном-регулятором, {". Если образующийся репрессор не 
инактивируется индуктором (лактозой), то он реагирует со’; это взаимо- 
действие прекращает функционирование аллелей уи 2. При наличии 
мутантного аллеля # репрессор не образуется, оператор о* не затрагивает. 
ся, и аллели у и 2 могут работать конститутивно. Однако мутантный ал. ы 
о, именно 0°, не чувствителен к репрессору. Следовательно ал. ай 
и 2 могут работать конститутивно вне зависимости от того какой мг. 
гена 1 присутствует в генотипе. Заметим, что поведение аллелей РИН 
сит от того, какой именно из аллелей о находится в той же х + ие: 
в Р-частице; другими словами, оно зависит от того, какой ыы ОИ 
дится вместе с ними в цис-положении. Таким образом консти, р Нм. 
мутант, оператора, 0°, обладает плейотропным влиянием тель а. 
находящиеся относительно него в цис-положении. О Я а 


пыт. 
ции показывают, что локус 0° находится между сана и; рекомбина- 
Ген-оператор, по-видимому, не образует специфического. 


который можно обнаружить в цитоплазме. п 
геном, основная задача которого заключается в 
рованием других генов, а не в синтезе химичес: 
аминокислотной последовательности полипепти 
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продукта, 
но считать 
функциони- 
(например, 
льно, гены- 


Кого вещества 
да). Следовате 
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Ген-регулятор 0перон 
ЕЕ ЕЕ 
Ген Структурные 
оператор Ены 
А Г: 


=————_- 
Репрес | | 
сорное \Алллихих Информационная 
брйвство РНК 
ФИГ. 36-1. | 
Взаимосвязь между гте- белки 
ном-регулятором, опера- 


тором и структурными 


Метаболит 
тенами в опероне 


устраняет репрессар 


операторы можно назвать функциональными генами в противоположность 
структурным генам, определяющим химическую структуру (рис. 36-1). 
Ген-оператор координирует проявление соседних генов, расположен- 
ных в линейном порядке. В нашей модели сходство контролируемых 
генов состоит в том, что оба структурных гена оказывают влияние на био- 
химические реакции, участвующие в использовании лактозы. Это позво- 
ляет предполагать, что по крайней мере в некоторых случаях можно 
товорить о функциональной генетической единице с размером, средним 
между размером гена и хромосомы, которую можно называть опероном. 
Оперон представляет собой ряд линейно расположенных генов, структур- 
ная активность которых координируется прилегающим в ним функцио- 
нальным геном. Обсуждение проблемы оперонов и генов-операторов 
основано главным образом на работах Жакоба, Перрена, Санчеса и Моно 
(1960) и Жакоба и Моно (4961). Вероятно, по всей длине оперона синте- 
зируется одна-единственная лента комплементарной информационной 
РНК; поэтому оперон можно считать единицей транскрипции. Когда 
функционирует оперон, то образуется лента информационной РНК, 
содержащая информацию со всех структурных генов оперона. Затем инфор- 
мационная РНК транслируется, начиная с одного конца. Е * 
Мутация оператора 0“ в лейциновом опероне батопеЦНа урмтитит 
приводит к возникновению лейцинового ауксотрофа, [еи-500 (Е. Мака! 
а. Р. МагооЙт, 4963). Прототрофность по лейцину восстанавливается, 
если с помощью трансдукции ввести оператор дикого типа, о+. Если клет- 
ки [еи-500 (0”) поместить в полноценную среду без лейцина, то в резуль- 
тате обратной мутации к 0" образуются большие колонии. Однако появ- 
ляются также и мелкие колонии. С помощью теста трансдукции можно 
доказать, что мелкие колонии имеют общее свойство — все они представ- 
ляют собой мутанты по одному и тому же локусу —— супрессору 1еи-500 
(зи 1еи-500), локализованному вне лейцинового оперона, между трипто- 
фановым и цистеиновым оперонами- Мутанты зи [еи-500 — это либо точеч- 
ные мутации, либо делеции; они не полностью супрессируют мутант о 
и, следовательно, прототрофность по лейцину восстанавливается только 
частично. Нормальный ген-регулятор лейцинового оперона не находится 
в локусе 5 [еи-500; если произошла делеция гена 5 (еи-500, то регуляция 
образования лейцина происходит нормально, т. е. присутствует еж а 
лейциновый ген-регулятор- Предполагается, что в норме локус 5и (еи-500 
Служит теном-регулятором для одного или нескольких других оперо- 
нов. Если в лейциновом опероне находится локус о’, то и веще- 
ство, образуемое геном 5 1еи-500, не влияет на оперон. Мутация в сторону 
0" приводит к тому, что лейциновый оперон и чем 
К чужеродному репрессору, образуемому геном $ ‘еи- в :-- репрессор 
Действует здесь как суперрепрессор. Мутация в локусе $1 (еи-о о частично 
Восстанавливает чувствительность о” к собственному репрессору; при этом 
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предполагается, что опероны, которые в норме регулировались геном 
5и (еи-500, работают конститутивно. ыы ы. 

Мутант 0“ сначала появился в культуре, обработанной 5-бромураци- 
лом. Его способность к реверсиям на фоне 2-аминопурина убедительно 
доказывает, что возникновение о” происходит при замещении одной пары 
оснований по типу транзиции. Индукция мутаций в локусе зи 1еи-500 
с помощью 2-аминопурина показывает, что простое изменение оснований 
может изменить природу репрессора 5и (еи-500, после чего он перестанет 
репрессировать оператор. Эти выводы позволяют считать, что: 

1) гены-регуляторы для разных оперонов отличаются друг от друга 
только небольшим числом нуклеотидов в той области, которая ответствен- 
на за репрессорное действие на оператор; 

2) гены-операторы у разных оперонов отличаются друг от друга отно- 
сительно небольшим числом нуклеотидов. 

Такие опероны, как Гас, генетический продукт которых представлен 
белками, необходимыми для участия в процессах пищеварения, или ката- 
болизма, или для специальных структурных или других биологических 
целей, в норме часто репрессируются репрессорным веществом, образуе- 
мым генами-регуляторами. Чтобы такие опероны начали функционировать, 
они должны быть дерепрессированы. Однако другие опероны, в особенно- 
сти те, что образуют ферменты, обычно используемые в обмене веществ, 
особенно в синтетических и анаболических реакциях, по-видимому, не 
репрессированы и нормально функционируют. В таких случаях регуля- 
ция функции оперона иногда осуществляется репрессором, который обра- 
зуется, если конечный продукт действия оперона соединяется с продуктом 
гена-регулятора. Полагают, что существуют и другие механизмы контро- 
лирования активности оперона, действующие через системы обратной 
связи. 

Мы видим, что на уровне гена любой структурный тен может быть 
навсегда «выключен» в результате возникшей внутри него мутации. Деле- 
ции в таком гене (если они не состоят из трех нуклеотидов или число недо- 
отающих нуклеотидов не кратно трем) приводят к выключению других 
оу генов оперона, которые транслируются на рибосоме позднее. 
мы видели, что функционирование целого оперона может регулироваться 
или определяться аллелями, находящимися в операторе 


рона может осуществляться на стадии транскри 
Например, замещение основания ДНК у того конц. 
информационной РНК, может привести к тому, что этот конец стано. 
чувствительным к собственному или чужому репрессору, и Е вится 
прекращается. У того конца оперона, последовательность От 
в информационной РНК считывается первой, может находиться р 
содержащая число нуклеотидов, не кратное трем. Образующаяся РН 

лучае была бы целиком бессмысленной ми 
можно выключить и после образования информационной РНК, а 
подвергнуть перевариванию или блокировать трансляцию ана 
ной РНК супрессором (Е. Ог1аз а. Т. Сагёпег, 1964) информацион- 
рона может произойти вследствие того, что транслирует 
бождаются из рибосомы. Регуляция в пределах оперон 
стадии трансляции, как показали И. Ота. 


ка и С. 
П. Хартман, 1964; см. также ссылки на работы и, 1963; Б. Эй 


(стр. 447) и М. Ниренберга и П. Ледера, 1964 ( му ^ соавторов, 1964 
белки, закодированные в информа ь Стр. 401), так как азн 
личествах. ь риоя РНК, образую и 
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мационной РНК является «промежутком», как обозначены конец одного 
полипептида и начало другого? В этом «промежутке» может находиться 
бессмысленный триплет или же он может состоять из участка однонитчатой 
информационной РНК, в котором основания спарены в пределах одной мо- 
лекулы, причем возникает некая вторичная структура («двунитчатая», 
подобно молекуле 5РНК) (М. З1швег и др., 1963). 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Гены в ДНК можно разделить на структурные и функциональные. Функ- 
циональным геном называют оператор, который контролирует выраже- 
ние структурных генов, расположенных рядом в линейной последователь- 
ности. Весь этот комплекс генов составляет оперон, который, вероятно, 
служит единицей транскрипции. Некоторые опероны в норме не работают; 
они контролируются геном-регулятором, которыи образует репрессор; 
последний, в свою очередь, репрессирует оператор, а следовательно 
и оперон. Дерепрессия таких оперонов достигается с помощью: |. 

1) индуктора (обычно это субстрат для первого фермента), который 
Удаляет репрессор; 

2) мутации гена-регулятора (которая изменяет репрессор); 

3) мутации оператора (которая делает его нечувствительным по отно- 
шению к репрессору). ‘и 

Другие опероны в норме работ. 
щью репрессоров. Репрессия може 
гуляторов или генов-операторов, если в о 
становится чувствительным к чужому тону, регулятору: ий у 

Гены-регуляторы, индукторы и опероны Е в системах 
обратной связи разных типов как на уровне ЕН, чавсилна: уровне 
транскрипции, благодаря чему регулируется образование белков. 


ают, но могут инактивироваться с помо- 
т быть результатом мутаций генов-ре- 
следствие мутации ген-оператор 


ВОПРОСЫ ДлЯ ОБСУЖДЕНИЯ 

ожете привести в пользу того, что длины 
РНЕ достаточно для того, чтобы содержать 
уктурных генов оперона? 


36-1. Какие данные Вы М 
одной ленты информационной 
информацию нескольких стр 
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, ? 
. В чем отличие гена-оператора от гена-регулятора: 


36-4. Считаете ли Вы, что нуклеотидная ирирзаманрещиное > гена- 
оператора длиннее, чем для других генов, образующих оперон! Ночей 
36-5. Ведет ли себя профаг так, как будто у него есть один или | оль- 
шее число генов-регуляторов? Ведет ли он себя как репрессированный опе- 


рон? Объясните. 


36-6. Некоторые исследователи делят гены на три группы: гены 


для обеспечения структуры; гены для регуляции; гены для приведения 
гена в действие. Считаете ли Вы, что эта классификация отражает основ- 
ные различия между генами? Считаете ли Вы, что она полезна? Объясните. 

36-7. Какие специфические фенотипические эффекты могут давать 
опероны у человека? 

36-8. Как действуют гены? 

36-9. Какова Ваша концепция гена в настоящее время? 


36-10. Обсудите тезис, согласно которому делеция 1589 области г ПИ 
может затрагивать оперон. 


36-14. Какие выводы Вы можете сделать из сообщения о том, что на 


карте сцепления у бактерий одни опероны ориентированы по ходу часовой 
стрелки, а другие — в противоположном направлении? 


36-12. Что Вы можете сказать в поддержку гипотезы, согласно кото- 
рой мутанты 0° возникли в результате нуклеотидной делеции? 


36-13. Примените концепцию оперона к образованию гемоглобина 
У человека. 


36-14. Все ли гены-регуляторы представляют собой гены-супрессоры? 
Объясните. 
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Глава 87 


бита РЕГУЛЯЦИЯ ДЕЙСТВИЯ ГЕНА — 
СИСТЕМЫ ГЕННОГО КОНТРОЛЯ У КУКУРУЗЫ 


обсуждая генетический контроль над мутировазием (глава 30), мы рас- 


смотрели случаи генов активатора и диссоциации у кукурузы (стр. 398— 
399). Оказалось, что управление разрывом хромосомы в системе Ас — Оз 
связано © тем, как эта система контролирует функционирование генов, 
расположенных в цис-положении рядом с 05, а геном 05 управляет Ас, 
тен-регулятор. Исходя из того, что мы знаем о системах ген-регулятор — 
ген-оператор у бактерий, можно постулировать, что 2; функционирует 
как ген-оператор для гена-регулятора Ас. 

Рассмотрим теперь другой случай !, который сначала приняли за не- 
устойчивый ген у кукурузы. У зерна кукурузы семя, содержащее зародыш, 
окружено перикарпом (рис. 2—8). Перикари образуется родитель- 
ским поколением, а ткань зародыша — поколением потомства. Бывают 
растения целиком красные, они образуют красные перикарпы. Другие 
растения испещрены красными полосами, такая исчерченность прояв- 
ляется и у перикарпа. Наконец, третьи — целиком некрасные. Растения 
‹ умеренной красной мозаичностью (названные поэтому среднемозаичными) 
образуют зерна типа показанных на рис. 37—1.В случайно выбранном об 
разце зерна, приведенном на рисунке, около 6% зерен целиком красные. 
Отсюда (и из других данных) получается, что у родительского растения 
со среднемозаичным перикарпом мутантными являются около 6% зерен. 
Генетически это можно приписать мутированию в локусе Р хромосомы т. 
Тогда можно ожидать, что некрасные растения должны быть Р р, 
а растения среднемозаичные, ооразующие некоторое роиеОтЕО целиком 
красных зерен, должны быть тгетерозиготными по Р®. Другой аллель, 
Б?, должен быть неустойчивым и часто мутировать в соматических клет- 
ках в ген, вызывато'ний окрашивание в красный цвет. Если Ирины 
типотезу, то большие красные секторы стебля и листьев должны быть 
вызваны теми мутациями этого 
неустойчивого аллеля, которые 
произошли на ранних стадиях 
развития ростка, а маленькие 
секторы — мутациями, произо- 
шедшими позднее. 

Было обнаружено, однако, 
что среднемозаичные растения 
дают не только красных, Но И 
слабомозаичных мутантов. На 
рис. 37—2 можно видеть почат- 
ки родительского и двух мутант 
ных типов. У слабомозаичный 
зерен (светлых) мутантных сек- 
торов примерно вдвое ан = 
чем у среднемозаичных (СРеб” 
них). 





РИС. 37-1. 


Е Образец зерен, выбранных случайным обра- 
ь / зом из початка со среднемозаичным пери- 
По работам Р. Бринка с сотруд- арнОМ 
никами, 
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РИС. 37-2. 
Початки кукурузы со 
среднемозаичным пери- 
карпом (родительский 
тип) (А) и мутантные ти- 
пы — слегка мозаичный 
(Б) и целиком крас- 
ный (В) 





На рис. 37—3 показаны результаты анализирующего скрещивания сред- 
них (Р’Р"). Как и следовало ожидать, половина потомства оказалась 
некрасного цвета (Р”Р"). Вторая половина была в разной степени окра- 
шенной: 90% — средние (Р”Р“), около 6% — целиком красные (красные) 
и 4% — светлые. Сходная частота красных и светлых показывает, что 
появление этих двух видов мутантов может быть каким-то образом свя- 
зано друг с другом. При скрещивании красных с Р®Р“ получается потом- 
ство, которое если вообще окрашено, то целиком красное. Аллель красно- 
го цвета в этом скрещивании устойчив. 

Изредка мутантные зерна, светлые и красные, появляются в средних 
початках как близнецовые пятна (рис. 37—4). Это показывает, что красные 
и светлые не просто связаны по происхождению, но что они комплемен- 
тарны. Иными словами, при мутировании один из них получает что-то, 
что другой теряет. В свете результатов, полученных с генами Ас и $, для 
объяснения мозаичности перикарпа можно выдвинуть новую генетиче- 
скую гипотезу (табл. 37—14). Заметьте, что обозначения генов здесь изме- 
нены. Разведение этих линий проводится так, что все мозаичные генотипы 
гетерозиготны по Р*”, устойчивому гену (в хромосоме Г) для некрасного 
перикарпа. Принимается, что мозаичный аллель имеет двойную струк- 
туру и состоит из Р", высшего доминантного аллеля красной окраски, 
и Мр, модулятора, который подавляет образование красного пигмента. 

Так как сочетание Р’Мр подавляет красную пигментацию, 
чаются средние. Один Р” дает устойчивую темно-красную 
Р’Мр вместе с дополнительным Мр 
модулятор) дают светлые. 


то полу- 
окраску. 
где-то в другом месте (перемещенный 
Обратимся теперь к результатам, полученным 





Инбребная линия, Инбредная линия, 
срейнемозаичный неокрашенный 
лерикарп перикарп 
и и 
р р" 9 Хх Р Р ©’ 


Сребнемозаичные 90% Ро 
Цветные 50% Красные 6% — зеокрашенные 


(исключены) 
Мутантные. 


Слабомозаичные 4% 


РИС. 37-3. 


Результаты скрещивания растений со среднемозаичным 
перикарпом и с неокрашенным перикарпом 
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РИС. 37-4. 


Близнецовые пятна 
мутантных зерен, цели- 
ком красных (1) и слегка 
мозаичных (2) в початке 
со среднемозаичным 
перикарпом 























ШЯ 
ка вы 
т лась при скрещивании светлых (Р”Мр/Р“ плюс перемещенный Мр) с РР”. 
к < Г и 
7) ори. ‚ Половина потомства в этом случае оказывается неокрашенной (Р“Р“). 
ве Аве) Остальное потомство окрашено — примерно половина из них светлые 
| &. 7 
ь , что (генетически подобны светлому родителю), а другую половину составляют 
г свя. среднеокрашенные (как светлый родитель, но без перемещенного Мр) 
Ото иеще есть немного красных (это те случаи, когда Мр перемещен из Р”Мр, 
ь В 
Красно. так что Р” оказывается «в одиночестве»). Предполагается, что механизм 
перемещения /Мр из Р"Мр тот же, что и механизм перемещения 15. Это 
Средних р 
› Красные Таблица 37—41 
милемен- НОВАЯ ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ТИПОТЕЗА 
т Что-то, МОЗАИЧНОСТИ ПЕРИКАРПА 
и, Для о Фенотит РИ 
генетиче- че в 
ОСЬ ИЗ Среднемозаичный Р”"Мр/Р' 
тенотилы р р"/ Би 
Но Мутанты { С7егка РГМр/р*”-- пе- 
Ю струк- Би моЗаи Ч помещенный Мр/— 
окраски, ный 
гигмента, 
то полу- и те Кой 
окраску, представлено на рис. 37—5, где хромосомы среднеокрашенной родительской 
й Е грг. 1 К ся, но центромеры дочер- 
ещенный клетки (Р'’Мр и Р") показаны уже и мы я 
гученным них нитей все еще сцеплены. При нормальном де: 


Разбеливш 
хр 






ичней фенотип 





(среднемоз 





слаб 


$ мозаичный 





РИС. 37-5. Е 
1 ещение модулятора и происхождение близнецо- 
Перем моду? 

вых секторов 
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дочерние клетки, каждая из которых несет Р’Мр/Р" и р сред 
неокрашенному сектору. Но если в результате двух или разрывов 
или посредством какого-то другого механизма мутирования происходит 
перемещение Мр (одной из дочерних нитей) в негомологичную хромосому 
(на рисунке в виде светлой полосы), то может оказаться, что у дочерней 


клетки, получающей перемещенный Мр, уже есть Р”Мр. В этом случае 
другая дочерняя клетка будет иметь лишь Р”. В результате последующих 
обычных митозов клетка, содержащая лишь Р”, даст красные клетки, 
а сестринская клетка — светлые. Таким образом, эти клетки превращают- 
ся в расположенные рядом пятна мутантных клеток на фоне средних 
клеток (см. рис. 37—4). 

Скрещивание (Р’/Р® х Р“/Р“) должно дать примерно поровну не- 
красных и красных. Уже отмечалось, что именно так и получается. Зна- 
чит, у красных нет Мр, который бы находился рядом с Р”. Скрещивание 


светлых с некрасными (Р’Мр/Р” плюс перемещенный Мр х Р"/Р") 
всегда дает потомство, половина которого неокрашена. Когда перемещен- 
ный Мр лежит в негомологичной хромосоме, то, как уже отмечалось 
в предыдущем абзаце, около четверти А; будет светлыми, а четверть — сред- 


ними. Мр может переместиться от Р"Мр, оставаясь все еще в той же хро- 
мосоме, но на новом месте. Тогда перемещенный Мр у светлых будет нахо- 
диться в хромосоме Г. В этом случае обратное скрещивание даст в А, 
больше четверти светлых и соответственно меньше средних. 

Были открыты и другие свойства МР. Ген Мр может оказаться фикси- 
рованным в локусе Р, так что средние становятся устойчивой некрасной 
формой. Перемещенный Мр может занимать разные локусы. Уже отмеча- 
лось, что эти новые локусы могут быть сцеплены, а могут быть уже и не 
сцеплены с хромосомой Г. Из 87 перемещений Мр в 57 случаях было обна- 
ружено, что он еще сцеплен с хромосомой [ и переместился не далее чем 
на 50 кроссоверных единиц от Р. В остальных 30 случаях Мр оказался 
перемещенным в какую-либо из пяти негомологичных хромосом. Было 
показано, что в 37 случаях из тех 57, когда перемещенный Мр все еще 
был сцеилен с хромосомой 1, он находился не далее пяти кроссоверных 
единиц от Р; в 10 случаях он был расположен на расстояниях от 5 до 
15 единиц, а в остальных случаях — еще дальше от Р. Следовательно, 
Мр имеет тенденцию перемещаться скорее на небольшие, чем на значи- 
тельные расстояния от локуса Р. Это показывает, что для сдвигов и пере- 
мещений Мр необходим, вероятно, контакт между старым и новым его 
локусом. 

Иногда красные растения ревертируют в мозаичные. 
то в таких случаях Мр оказывается недалеко от Р”. Можн 
частоты таких реверсий от красного типа к мозаичному нос. 
хромосому, содержащую Р’, локуса Мр при разной удаленн 





Обнаружено, 
о исследовать 
ле внесения в 
ости его от Р”". 


Таблица 37—2 


ВЛИЯНИЕ РАССТОЯНИЯ МЕЖДУ Мр 
ИР НА ЧАСТОТУ ПЕРЕМЕЩЕНИЯ 
МрКР 





Процент рехом- Число мозацчных 
бинаций Р — Мр секторов на 1000 зерен 


а Е е.. 


2,6 15 
4,3 11 
7,6 8 
12,0 3 
42,0 0,2 








зе” 








Кс 





Що 


и 


8. 


27 
#77. 


= 
“я 


> 
==’ 
ГЕТЕ 
в У8# 


\аться фикст- 
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вях было обне- 
Я не далее и 


Как показано в табл. 37—2, чем ближе к Р” привнесенный Мр, тем выше 


частота реверсий. Итак, средний тип мутирует в красный при удалении Мр 
от локуса РГ. При этом получаются комплементарные светлые, обладаю- 
щие лишним Мр — перемещенным Мр. Средний тип восстанавливается 
при возвращении перемещенного Мр к лок ур", 

Необходимо сделать два дополнительных замечания. Изменения 
фенотипа, включающие появление красных, средних, светлых и неокра- 
шенных растений, не вызываются мутациями в локусе Р. Эти изменения 
являются фенотипическими последствиями мутаций, заключающихся 
в перемещении Мр, и в этом отношении они очень похожи на те изменения, 
которые происходят вслед за перемещением 05. Перемещение Мр в дру- 
гой локус может изменить фенотип, образуемый реципиентным локусом. 
Например, у одного из среднемозаичных растений с аллелем крахмали- 
стости в хромосоме 9 была обнаружена «мутация» к «восковому» фенотипу. 
«Восковой» фенотип был неустойчив и часто происходили «мутации» обрат- 
но к крахмалистому фенотипу. Исследование этого случая показало, что 
Мр был перемещен к локусу крахмалистости, который поэтому и дал 
восковой фенотип. Более того, реверсии к крахмалистости были также 
результатом перемещения Мр из этого локуса. Все изменения фенотипа, 
зависящие от присутствия Мр (и 15), очень похожи на эффект поло- 
жения. 

Пока мы не предлагали доказательств того, что перемещение Мр конт- 
ролируется генетически. Было обнаружено, однако, что относительная 
частота перемещения Л/р от Р"Мр, равная 100 в отсутствие перемещенного 
Мр, составляет около 60 в присутствии одного перемещенного Мр и око- 
ло 5, если имеются два перемещенных Мр. Следовательно, перемещение Л/р 
от Р’Мр регулируется наличием уже перемещенного Мр. 














ТОПОГРАФИЧЕСКИЕ ОТНОШЕНИЯ 
КОНТРОЛИРУЮЩИХ ЭЛЕМЕНТОВ 


Излагаемый в этом разделе материал основан на работах Б. Мак-Клинток 
(1964, 1962, 1963). 

В системе Ас — Оз ген Ас осуществляет контроль над 105, не только 
регулируя его перемещение путем разрыва или с помощью какого-то дру- 
гого механизма, который может влиять на сцепление, но и другими спо- 
собами, как это было обнаружено по характеру фенотипического эффекта 
0; на находящийся рядом с ним ген. Способностью перемещаться обла- 
дают оба гена — и регулятор (Ас) и оператор (0$), чего не известно для 
бактериальных систем. > 

В бактериальных системах гены-регуляторы и операторы могут быть 
расположены на карте как волизи, так и ‚на значительных расстояниях 
друг от друга. Принимая во внимание спосооность обоих элементов у куку- 
рузы перемещаться, можно высказать гипотезу, что оба эти гена иногда 


бывают расположены рядом или тесно сцеплены. Следовательно, Р"Мр 
можно толковать как Р’орМРАМ», где орМР является геном-оператором, 
\ АМР — геном-регулятором. В общем, можно предполагать, что если 
гвердо установлено наличие рядом со структурным геном гена-регуля- 
тора, то близко к нему расположен и ген-оператор. 

Эта общая гипотеза была проверена следующим образом. Ген бронзо- 
вого цвета, В=, расположен в хромосоме Эи имеет полностью рецессивный 
аллель, 62, который не дает окраски. Если происходит перемещение Ас 
к В и это приводит к мозаичной бронзовой окраске, то следует принять, 
что теперь этот локус должен быть Вгор^°В4с. Если в этом локусе дейст- 
вительно существует контролирующая система из двух элементов, то 
возможны три типа перемещений: 


31 И. Гершкович 
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1) перемещение и ор^г, и В4с (при этом ООН 
из-под контроля, а АА° должен оказываться не ты №. 

2) перемещение лишь ор4с (в результате ген = также д > ы. выезо- 
бождаться из-под контроля гена ВАс, но последний должен все еще быть 
около Вз и способен регулировать ор^°, находящийся в других местах 

типа); : 
их "- лишь А4° (при этом локус В2орАс должен все еще 
оставаться под контролем А4‹, расположенного на новом месте). 

Экспериментальные данные подтверждают эти предположения. Если 
бы контролирующая система состояла из одного элемента, то не мог бы 
существовать третий вариант перемещения. Так как результаты других 
опытов показывают, что В4с, ВМР и еще другие гены А различны (каждый 
регулирует свой тип гена ор), то, следовательно, у кукурузы встречается 
много разных систем ор — В. Способность ор перемещаться объясняет, 
каким образом один ор может стать геном-оператором для большого числа 
локусов, которые раньше этим ор не контролировались. Необходима даль- 
нейшая работа с кукурузой, чтобы выяснить: 

1) происходит ли при перемещении ор или В добавление или замеще- 
ние уже имеющегося локуса ор или В; 


2) как возникают два типа контролирующих локусов и взаимозави- 
симо ли их происхождение; 

3) расположены ли два элемента контролирующей системы обычно 
рядом или они разделены; 


4) нуклеотидную основу и биохимическую модель действия контро- 
лирующих генных систем ор — В 


ПАРАМУТИРОВАНИЕ 


ластей Южной Америки, 


в гетерозиготах по таким мутациям другой 


кая система контроля, которая не может прави. 
мутации находятся в гетерозиготном состоянии 
лями В. 
ый 5: 
Необычный результат для гибридов «чужого В» с дз состоит в том, 
Что пигментация понижена или подавлена в 100% 


^ содержащего А потом- 
ства, полученного от проверочного скрещивания. Более Того, все ото 
‚ ‚ 


содержащие А, продолжают проявлять ту же супрессию пигмента, даже 
Поэтому говорят, что А“ А" парамутаговаы 


ни. Фактор А, который становится па 


на существование цитоплазматиче 
тенным аллелем и поглощаемого 
7. Кегис Ве а. О. Вто\п, 1964). 
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РОЭЛ А. БРИНК 
(1961 г.) И 


Парамутирование может происходить не только у кукурузы. На пара- 
мутирование похоже явление условного искажения расщепления, наблю- 
даемое у дрозофилы (стр. 400—401). Так как считается, что в этом случае 
затронута система, которая контролирует действие гена, то парамутиро- 
вание не должно означать изменения химического состава генетического 
материала. Для выяснения природы парамутирования нужны дальней- 
шие исследования. 


СУПЕРРЕГУЛЯТОРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 


Отдельная контролирующая система способна регулировать в процессе 
развития действие многих генов. Одна из изученных систем (брт, супрес- 
сор — мутатор), по словам Б. Мак-Клинток (1963), ‹...служит моделью 
способа действия одного из типов суперрегуляторного механизма. Такая 
система может активировать или инактивировать отдельные гены в неко- 
торых клетках в начале развития и активировать или инактивировать 
другие гены на более поздних стадиях развития. Она может включать 
действие одних генов в тот же момент, когда она выключает функциони- 
рование других. Она может регулировать уровень активности определен- 
ного гена в разных частях организма... Контролирующие элементы иссле- 
дуемых систем могут являться чужими, несущественными, подобными 
эписомам компонентами, которые включены в геном кукурузы; или, с дру- 
гой стороны, они могут быть истинно хромосомными компонентами совре- 
менной кукурузы, каковы бы ни были их эволюционное происхождение 
и история». 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


У кукурузы известно много случаев, когда обнаруживается контроль дей- 
ствия гена. Оказалось, что изученные случаи включают несколько систем 
тен-регулятор — ген-оператор, аналогичных тем, которые найдены у бак- 
терий. У кукурузы оба гена такой контролирующей системы из двух эле- 
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ментов способны перемещаться в новые локусы. Возможно, что парамути- 
рование затрагивает систему генного контроля. Существуют также и дру- | 
гие, более сложные контролирующие системы (например, суперрегуля- ] 
торные). 




















ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 

37.1 Можно ли обнаружить перемещение модулятора в локус рядом 
с Р®? Объясните. 

37.2. Почему слегка мозаичное растение кукурузы с перемещенным 





модулятором, находящимся в той же хромосоме, что и Р’Мр, при обрат- При 
ных скрещиваниях этого растения с неокрашенным (Р“Р“) дает среди по- ных 
томства РЁ, более четверти светлых и менее четверти средних? в од 

37.3. Могут ли гены, подобные модулятору, приводить к появлению | заны 
относительно редких «мутантов» аморфного, гипоморфного или неоморф- насле 


ного типов? На чем основано Ваше мнение? 


ТИП, ‹ 
37.4. Подтверждают ли опыты с кукурузой гипотезу, что ген-оператор околс 
есть не что иное, как начальный участок нуклеотидной последователь- но св 


ности транскрипционной единицы ДНК? Объясните. рядом 
37.5 Является ли парамутирование обычным механизмом регуляции М 
действия гена? Объясните. 


с ним 
37.6. Сравните механизмы контролирования действия генов у куку- гие р: 
рузы и у сальмонеллы. такогс 
тельно 
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Глава 88 


РЕГУЛЯЦИЯ ДЕЙСТВИЯ ГЕНА — 
ЭФФЕКТ ПОЛОЖЕНИЯ У ДРОЗОФИЛЫ 





Дает с а, 
{НИХ ыы При некоторых индуцированных ипонизирующим излучением хромосом- 
К Я ных перестройках у дрозофилы разрывы происходят в одних или почти 
) м в одних и тех же точках. Многие из почти идентичных перестроек свя- 
М заны с одинаковыми изменениями фенотипа. Более тото, новый фенотип 
тен наследуется всякий раз, когда есть перестройка, и он часто похож на фено- 
раду тип, образуемый известным аллелем, расположенным в точке разрыва или 
ПОСЛЕ, около нее. Очевидно, в таких случаях изменение фенотипа непосредствен- 
но связано с мутацией гена, который расположен в месте разрыва или 
МОМ Тотудяти рядом с ним. 


Мы не можем утверждать, что разрыв хромосомы в гене или рядом 
с ним автоматически переводит его в определенный аллель, так как дру- 
гие разрывы в этом локусе, приводящие к перестройкам других типов, 
такого изменения фенотипа не вызывают. По той же причине несостоя- 
тельно и предположение, что излучение, вызывающее разрыв, одновре- 
менно приводит и к микроделеции или микродупликации поврежденного 
локуса. Следовательно, важной особенностью этого изменения фенотипа 
954, 39,1, является то, что оно не связано с самим разрывом. Однако изменение 


|. Ве, В, | может определенным образом зависеть от соединяющихся разорванных 
р концов — оно возникает только когда конец, несущий данный локус, 

ооо СИА, соединяется с концами от определенных локусов генома. Если принять 
ав. Асад, 50 ^^ эту точку зрения, то следует ожидать, что ген у разорванного конца, 
и будучи соединенным с одними концами, приведет к одному фенотипиче- 

[аие зи и скому эффекту, а с другими концами — к другому. Иными словами, фено- 
изменяться в зависимости от соседних 


ее | типический эффект тена может 
и | с ним генов. Такое изменение фенотипа было названо эффектом положения 





8 №. (стр. 398—400). По-видимому, эффект положения изменяет действие гена, 
60 18} не изменяя сам ген. Поэтому эффект положения может быть одним из фено- 
В | типических последствий мутаций, при которых происходят структурные 

зоб" перестройки, хотя сам по сеое он не является мутацией. 
рог» Ген, проявляющий эффект положения, вероятно, никак не изменен 
>, навечно ни химически, ни физически. Так как иногда эффект положения 


дящихся на некотором расстоянии от места 

очевидно, может каким-то образом рас- 

пространяться вдоль хромосомы и влиять на функционирование генов, 

непосредственные соседи которых не заменились- Этот распространяю- 

щийся эффект является дополнительной причиной для отказа от того, 

чтобы объяснять эффект положения, основываясь исключительно на раз- 
рыве или другом мутационном изменении, связанном с ионизацией. 

Если не изменяется физико-химическая основа гена, проявляющего 

эффект положения, то можно предсказать следующее. Во-первых, если 

ген из перестройки, дающей эффект положения, перевести обратно к тенам, 

| бывшим ранее его соседями по хромосоме, то он должен начать функцио- 


нировать также, как и раньше. Это можно проверить экспериментал ьно, ли- 
бо облучая особи © перестроенными хромосомами и исследуя Потомово 
со структурными перестройками, обратными перестройке у ых Е 
особи, либо перемещая (посредством кроссинговера) ген, показыва щи 
эффект положения, в нормальную хромосому. В обоих случаях было обна- 


сказывается и на генах, нахо 
разрыва, то эффект положения, 
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Фенотип х ром‘ 
абсае! ы 06081 
ее. самка 
арсае! абсае. 
ГичНЬ 
| исход 
зар 
абсаетавсае! | заг(Е 
Е ЕЕЕЕЕЕЕЕЕТЕЕНЕХ | Нов 
абсаетабсае! жет п 
= —Э— сомы 
Гомозиготная й 
так Ч 
по вВаг апси 
самка (8/8) й 
абсЧегав сае! ции ( 
1 т | нити ‹ 
а6)\с Че @БСаЕ! тольк 
ты 5 этот у 
родукты мейоза онлод 
после кроссинговера 
мальн 
абсоегавсае! Ваг РИС. 38-1. | : 
Схема нормальног в. 
хема нормальн: ‘о уча- 
абсдегавсаегавсае! ? стка и участка Ваг Х-хро- резул: 
абсаег! Нормальный  Мосомы и результаты пе- слюнн 
—_ рекреста после конъюга- Ес. 
абсаетавсае! ваг ции «наискосок» (Т) с утро 
тремя 
| фенот 
ружено, что ген возвращается к своему исходному положению и исход- эти уч 
ному фенотипическому эффекту. Второе предсказание заключается в том, зуютг 
что нормальный ген, если его поместить посредством перекреста в пере- когда 
стройку, должен проявить эффект положения. Это действительно и про- одном 
как су 


исходит. 
У дрозофилы эффект положения часто сопровождает те перестройки, вести 


при которых гены, локализованные в эухроматине, перемещаются к гете- 1 
рохроматиновым участкам. Перенос гена, обычно находящегося в эухро- можно 
матиновом участке, в гетерохроматин или участок рядом с ним часто при- ными < 
водит к особому, колеблющемуся эффекту положения, который проявляет- руглы‹ 
ся в мозаичном или вариегирующем фенотипе. Так, например, если ген Глаза 
и” красного цвета глаз, расположенный в Х-хромосоме (обычно в эухро- (В/У) | 
матине), перенести посредством парацентрической инверсии в гетерохро- самок 
матин около центромера, то в результате возникает окраска глаз типа | ой 
05 Йе (крапчатые с белыми и красными пятнышками). Однако такая | св, у 
мозаичность уменьшается, если к генотипу в результате скрещивания по . 
добавляется лишняя У-хромосома или какая-нибудь другая хромосома З 50 
богатая гетерохроматином. Пока не совсем ясно, как получается такое зульта, 
подавление мозаичности. выявле 
Единственным условием возникновения эффекта положения является м 
соответствующая замена соседних генов. Разрыв лишь представляет КУ, гла 
возможность получения таких изменений. К эффекту положения должны | Но мег 
привести и другие механизмы изменения относительного расположения Одн 
тенов, например, перекрест. Посмотрим, можно ли придумать такую крос- мы не. 
соверную систему, которая дала бы эффект положения. + осдаланЬ Предно 
изложение основано на результатах исследований А. Стертевант: ту а ы Можны 
лера, К. Бриджеса и др.). Бы. щЩива 
Мутация Ваг (В) у дрозофилы, сцепленная с Х, уменьшае пол. Е 
ток (омматидий) в сложном глазе, так что нормально ге число фасе- Ха уч 
становится полосковидным. Когда в ядрах слюнных а Ва от ром 
исследовали нормальные хромосомы и хромосомы, несущие т личинок ь ора; 
обнаружено, что примерно семь дисков, лежащих подряд в ныне о ее 
К 
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хромосоме, оказались в хромосоме Ваг тандемно дуплицированными, 
Обозначим один такой участок как абсае}. Соответственно, нормальная 
самка содержит абсае] |абсае], а самка, гомозиготная по Ваг,— а6с4е} 
абсде}абсае] афсае]. У нормальных самок (--/--) конъюгируют гомоло- 
гичные буквы (участки) двух гомологичных хромосом, и перекрест про- 
исходит между соответствующими буквами. В самках, гомозиготных по 
Ваг(В/В),тожеможет происходитьточный синапсис и нормальный перекрест. 
Нов этом случае возможна и другая последовательность событий, что мо- 
жет привести к неправильной конъюгации — левый участок одной хромо- 
сомы может спариться с правым участком другой хромосомы (рис. 38—41), 
так что два других участка оказываются неспаренными.Если за таким си- 
напсисом наискосок следует нормальный перекрест где-тов области конъюга- 
ции (как показанный на рисунке перекрест между 6 и с), то кроссоверные 
нити окажутся абсае] и абсае} афсае} абсае}. У первой нити этот участок есть 
только в одном варианте и потому она будет нормальной (--), ау второй 
этот участок утроен. Если яйцо, содержащее кроссовер с одним участком, 
оплодотворяется несущим Х-хромосому спермием самца с глазами нор- 
мальной формы, то из такой зиготы получится самка с нормальными гла- 
\ зами, что показывает, что в этом случае произошла реверсия Ваг к --. Этот 
.. результат можно проверить на следующем поколении, исследуя хромосомы 
ь слюнных желез. 
Если таким же спермием оплодотворяется яйцо, содержащее кроссовер 
с утроенным участком, то получится самка с четырьмя такими участками, 
тремя в одной хромосоме и одним — в гомологичной. Каков должен быть 
фенотип такой самки? Будет ли какая-нибудь разница в фенотипе, когда 
эти участки группируются по два (как у гомозигот по Ваг) и когда они обра- 


Ю к зуют группы-—три и один? Заметим, что соседние гены различны в случае, 
и когда в каждом из гомологов имеется по два участка, и в случае, когда в 
38 В 


одном из гомологов находится три участка, а в другом — лишь один. Так 
вот как существует эффект положения, то это различие в соседях может при- 
вести к разным фенотипам. 


арея Поскольку мы не знаем, каков должен быть фенотип в результате воз- 
пя" можного эффекта положения, то будем наблюдать за любыми существен- 
и и! , ными отклонениями от ожидаемого числа фасеток в глазе. Нормальные ок- 
1007 НЯ руглые глаза самок и самцов (--/-- и --/У) состоят более чем из 200 фасеток. 
ря" Глаза гомозиготных по Ваг самок (В/В) и темизиготных по Ваг самцов 
ии (В/У) состоят примерно из 68 омматидий каждый. В глазах гетерозиготных 
мор ии самок (-- /В) около 150 фасеток. Следовательно, Ваг в одной хромосоме не 
и полностью доминирует над -- в гомологичной. При скрещивании --/У < 
т < В/ВФ типичные самки Ёл являются-- /В и их глаза содержат примерно 
8 и 9 | по 150 омматидий. Как уже указывалось, реверсии к состоянию -{ в ре- 
А зультате перекреста в конъюгированной наискосок тетраде могут быть 
и и) выявлены как самки --/-+-. Комплементарный кроссовер — хромосома © 
6 И яя угроенной областью — вместе с нормальной НЕ дать сам- 
Я ий КУ, глаза которой могли бы иметь как меньше, так и ольше 68 фасеток, 
и но меньше 150 фасеток. у 3 
я | Однако план постановки опыта разработан еще не до конца. Поскольку 
р и) | мы не знаем, как часто будут получаться при мейозе хромосомы, дающие 
}ь м И Предполагаемый эффект положения, то нужно исключить две другие воз- 
р 9 и можные причины появления глаз необычной формы. Если проводить скре- 
и Щивание + /У с В/В, то при оплодотворении яйца без Х-хромосомы 
9 7 ри у получившегося в результате нерасхождения у матери) спермием с двумя 
у |. - А-хромосомами (из-за. нерасхождения у отца) получится самка --/+, 
у [о { Которая будет относиться к одному из необычных типов. Хотя такие зиготы 
в ий и должны быть крайне редкими, их можно узнать, если хромосома НЕ 
и #) одержит в качестве маркера ген желтой окраски тела, у. У таких доче- 
и к й Рей, возникших в результате нерасхождений, тело должно быть окраше- 
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но в желтый, а нев серый, цвет. (Таким способом мы мя также опознать 
в потомстве самок, получившихся из-за загрязнения культуры мухами 
желтой линии.) Следовательно, мы должны провести, окраина 
в/У су В/у"В. Для ясности мы ввели обозначение "В для гена округ- 
лой формы глаз. , 
Чтобы в результатах не было путаницы, нужно еще отсеять мутации 
в локусе В или вблизи него. Искомые необычные фенотипы (округлые 
глаза и глаза неизвестной нам формы) должны получаться всегда после 
перекреста в области Ваг. Можно получить самку В/В, дигибридную по 
генам, расположенным с обеих сторон от В, причем расположенных так 
близко к В (на расстояниях, меньших десяти кроссоверных единиц), 
чтобы были исключены двойные кроссоверы между ними. На карте сцеп- 
ления Х-хромосомы Ваг расположен в 57,0, вильчатые щетинки, (Тоткей 
113 ез) (7) —в 56,7, а темно-рубиновый цвет глаз (сатпаМоп) (сат) — 
в 62,5. Поэтому нужно иметь самок: УВ саг/У"7В саг*.Теперь мы можем 
не учитывать в дальнейшем мух с глазами любой необычной формы, 
которые не являются кроссоверами между локусами Ти саг. Все инте- 
ресующие нас необычные фенотипы должны быть У кроссоверов меж- 
ду Ги саг. Обычно кроссоверы в этой области должны встречаться 
у 5,8% (62,5 минус 56,7) дочерей Ё;. Чтобы выявить кроссоверных доче- 
ьей (которые будут либо с нормальными щетинками и глазами обычного 
пвета, либо с вильчатыми щетинками и рубиновыми глазами), нужно 
использовать самцов у/--Вса’/У. Поэтому проводится такое скрещивание: 


УТ-Е Всаг/У $ хуйВ саг /у`7В сат* Ф. 


Когда этот опыт был проведен, то оказалось, что примерно“ одна 
из 2000 дочерей имела округлые глаза и содержала кроссовер между } 
и саг. Примерно такой же процент кроссоверных дочерей имел очень узкие 
глаза, названные О{таЪаг (рис. 38—2); каждый такой глаз состоял пример- 
но из 45 фасеток. Оба типа необычных мух встречались с равной частотой, 
как и ожидается для реципрокных продуктов предполагаемого перекре- 
ста. Кроме того, самки ОИтараг, как это было предсказано и как выясни- 
лось при изучении слюнных желез их Р;, содержат Утроенный участок 
в одной Х-хромосоме и один участок в другой. Любое возражение, что 
фенотип Отараг получается не из-за эффекта положения, ав результате 
мутации, т. е. каким-то образом зависит от происходящего одновременно 
перекреста, отметается, так как получаются самки, содержащие оба 
необычных типа Х-хромосом, и в их потомстве изредка обнаруживаются 
совершенно обычные хромосомы Ваг. Доказано, что эти хромосомы ‹ Ваг 
являются результатом перекреста между единичной областью одной хро- 
мосомы и средним участком ее в гомологе с утроенной дозой (рис. 38—3) 





РИС. 38-2. 


Сложный глаз дрозофилы. Слева: СЦгаЪаг, в центре: Ваг 
справа: нормальный , 


а-я 
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Отсюда можно сделать вывод, что 
четыре участка, расположенные 
разными способами (причем это яв- 
ляется результатом перекреста, а 
не разрывов хромосомы, вызываю- 
щих мутации), приводят к разным 
фенотипам. 

Из хромосомы В (удвоенный 
участок) может получиться неболь- 
шое количество хромосом, нере- 
комбинантных по пограничным „ ройной+ 
маркерам, но тем не менее пред- 


„Гройной +" 





——————_ ю) + 
бо А саг 
ставляющих собой тип -|- (единич- 4+ 1+ ‘апрсйетабсаетавсает 


ный участок) или ОЦтаБаг (утроен- 
ный участок). Такое необычное В 


зуется, если две области тандемно Е х 
дуплицированного участка конъю- и аБсавгарсае!” 64Г 
тируют друг с другом. Точно так 

жевнутрихромосомный обменвнут- 

ри хромосомы ОИтаЪаг может дать 

хромосомы -- и В (Н. Реетзоп гт— 066 0 

а. 7. Гамовпаю, 1963). 4+? —щ 

Возможен и другой способ об- $ 
наружения эффектов положения с РИС. 38-8. 
помощью перекреста. У самки Образование хромосом Ваг при перекресте 
дрозофилы с генотипом уа’05р(/ У °8мок О тааг 
/утаб"зр/ и локуса, и локус  гете- 
розиготны, причем мутации нахо- 
дятся в разных гомологах, т. е. в транс-положении (рис. 38—4). Если меж- 
ду этими локусами происходит перекрест, то получающиеся в результате 
кроссоверные хромосомы оказываются уа’'зрЁ и У\а6зр!. Когда обе 
эти кроссоверные хромосомы находятся у одной и той же особи, то обе 
мутации (а и 6) оказываются в одном и том же гомологе, т. е. в цис-по- 
дожении. У цис- и транс-гетерозигот одинаковое количество локусов в 
каждой хромосоме. Однако в первом случае соседями являются анб 
(па’ифб), а во втором случае —@и Ь (иа*и 61). Если у транс-дигиб- 
рида отмечен некий фенотип, то у полученного из него в результате пере- 
креста цис-дигибрида фенотип уже другой. Далее, если посредством пере- 
креста цис-форму перевести обратно в транс-форму и при этом восста- 
навливается старый фенотип, то эффект положения можно считать дока- 
занным. 

Наибольшая вероятность получить положительный результат с помо- 
щью такого цис-транс теста на эффект положения имеется в тех слу- 
чаях, когда две пары вовлеченных генов являются соседями или распо- 
ложены очень близко друг от друга. Но если 
гены расположены очень близко друг к другу, 


= 
—^—_ > ыы 

положение является результатом ц* /* п рсаеГабсЧе! са Е 
внутрихромосомного обмена внут о = 
ри двойной петли, которая обра- в = 
= 

=? 

2 








то перекрест между ними будет происходить очень + -Ь 
редко и нужно исследовать большое количество ЗЕ —- 
потомков, чтобы быть уверенным, что встретится бы 
хотя бы один кроссовер. а, 


Все члены серии множественных аллелей в ло- 
кусе \пЦе Х-хромосомы дрозофилы расположены ня 
на кроссоверной карте примерно в точке 1,5. дигибридных сцеплений 
Хотя у гибрида и“ш, несущего и” (арг1соф — генов 
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———щЩщ 
а + ги 55 


+ арг + + 


РИС. 38-5. 
Перекрест между арг!соё и \ВИе в сцепленных Х-хромосомах 


абрикосовый цвет глаз) иш (уВЦе — белые глаза), глаза оказываются 
бледно-абрикосового цвета, это еще не доказывает, что ш” и # представ- 
ляют собой альтернативные состояния одного и того же гена. Допустим, 
что и" и 1 являются на самом деле мутациями двух разных генов с похо- 
жим действием, которые расположены недалеко друг от друга, один ‘в 
1,49 (ш“*), а другой в 1,51 (ш"). На основании ограниченных и несколько 
варьирующих данных о перекрестах их обоих могли случайно поместить 
в один и тот же локус 1,5. Если ш"" и ш" действительно расположены 
рядом, но являются разными локусами, то транс-дигибрид может в резуль- 
тате перекреста дать цис-дигибрид. 

Чтобы проверить, являются ли #°* и ш* разными локусами, Е. Льюис 
разводил самок дрозофилы со сцепленными Х-хромосомами, где в одном 
плече было уш $р1, а в другом плече — Уи“ 5рЁ. Вспомним, что исполь- 
зование сцепленных Х-хромосом позволяет сохранить две из четырех 
нитей, участвующих в каждом перекресте (стр. 132—133). При генетической 
системе со сцепленными Х-хромосомами иногда в одной гамете появляют- 
ся оба комплементарных кроссоверных типа. На рис. 38—5 (слева) схема- 
тически показана часть этой сцепленной Х-хромосомы в том виде, как 
она должна появиться на стадии тетрады во время перекреста, и указано 
обычное расположение маркеров у и 5р{ на генетической карте. Когда 
самки с глазами бледно-абрикосового цвета и такой хромосомой скрещи- 
ваются с самцом, несущим Ваг, то обычно самки из Е:, не содержащие Ваг 
(которые от отца получили У-хромосому), некроссоверны и у них глаза 
как и у матери, бледно-абрикосового цвета. В результате перекрестов 
между областью, содержащей локус зВНе, и центромером получаются 
дочери либо с белыми, либо с абрикосовыми глазами. Это единственные 
фенотипы, которых следует ожидать, пренебрегая возможностью мута- 
ций, если и^ и ш являются альтернативными состояниями одного и того же 
гена. 

Но если №** отделен от ш”, то ему следует дать новое обозначение г. 
Если ар’* расположен слева от 2" (как показано в левой части рис: ый), 
то и у арг, и ут в другом плече родительской сцепленной О ао 
должны быть собственные аллели -- и, следовательно, мать домений © 
по этим локусам транс-гетерозиготной. Редкие перекресты меж на быть 
локусами должны дать кроссоверную сцепленную Х-хромосому — этими 
ную на рисунке справа. В результате перекреста 0бе мутация казан- 

оказаться в цис-положении. должны 

При обследовании большого количества. очерей 
Х-хромосомами оказалось, что у рр ны ее сцепленными 
Очень важно было определить, являются ли эти мухи иж красные. 
появились в результате перехода из транс-формы в цис-фо не или они 
У редких мух с красными глазами разъединяли сцепленни т Для этого 
мы, т. е. разделяли плечи (накопляя продукты редких пе е ^-хромосо- 

Рекрестов, про- 
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монах 


|. 





исходящих между сцепленной Х- и У-хромосомами в гетерохроматиновых 
участках вблизи центромеров). Затем определяли, какие гены находятся 
з каждом из разъединенных плеч. В результате было обнаружено, что 
одно плечо всегда может быть представлено как у арг и 5рГ , а другое пле- 
чо — как У* арг 5р1. Это подтверждает представление, что необычные 
самки с красными глазами были цис-гетерозиготными и что арг располо- 
яжен на Х-хромосоме слева от ш, как и показано на рисунке. (Полезно 
нарисовать расположение маркеров после перекреста между арг и !, 
исходя из предположения, что арг находится справа от Ш.) 

Доказательство того, что необычные самки с красными глазами 
являются результатом эффекта положения, а не мутации, было получено 
при скрещивании этих необычных самок, когда изредка появлялись дочери 
с глазами бледно-абрикосового цвета. Оказалось, что у этих новых необыч- 
ных дочерей в результате перекреста восстановлено исходное располо- 
жение генов. 

Фенотипическое различие между бледно-абрикосовыми и красными, 
несомненно, является результатом эффекта положения, так как единствен- 
ное различие между цис- и транс-состояниями заключается в расположе- 
нии генетического материала. Поэтому это явление было названо цис- 
транс-эффектом положения. Чтобы обнаружить такой эффект, нужно 
разделить два очень тесно сцепленных гена. До этого эксперимента исполь- 
зовавшиеся в нем гены считались аллелями, так как они расположены 
на генетической карте рядом и обладают сходными фенотипическими эф- 
фектами. Обнаружение же у них цис-транс-эффекта положения показы- 
вает, что они не аллельны и занимают разные локусы. Когда были иссле- 
дованы другие гены, входящие в «серию множественных аллелей‘ уВИе» 
(глава 5), то оказалось, что некоторые из них аллельны 2, а другие аллель- 
ны арг. Однако некоторые оказались не аллельными ни тому, ни другому 
и изучение соответствующих нерекрестов показало, что «область УВ е» 
Х-хромосомы представляет собой скопление пяти (а может быть и более) 
отдельных, линейно расположенных генов со сходным действием. 

Теперь известны и другие области в геноме, для которых доказано, 
что два или более альтернативных состояния гена, ранее считавшиеся 
аллелями, на самом деле являются псевдоаллелями. Это было доказано, 
котда они были подвергнуты цис-транс-тесту. Случаи псевдоаллелизма 
обнаружены У АзрегиШиз, у других микроорганизмов, у кукурузы. 
С псевдоаллелизмом связана окраска хлопчатника, бесхвостость у мышей, 
ромбовидные (1о7епсе) и киноварные (уегаЙШоп) глаза у дрозофилы. 

Другой случай псевдоаллелизма у дрозофилы * включает неаллельные 
гены, функции которых различаются несколько сильнее, чем функции 
арг и. У обычной мухи дикого типа (рис.38—6,А) на задней части груди 
расположены небольшие, утолщенные на конце жужжальца. Один из 
псевдоаллелей ЬИТотах (удвоение груди) — 65 — переводит жуяокальце 
в большую, похожую на крыло структуру (рис. 38—6,Б). На первый взгляд 
кажется, что другой псевдоаллель, названный роэЪИМогах (рб=), дает тот 
осы” вкосильнеевыраженныйеффект(рис.38—6,В).-Новслиприглящеть 
ся повнимательнее, то на самом деле эти два рецессивных псевдоаллеля 
имеют разные функции. ВиВогах превращает в похожую на крыло струк- 
туру переднюю часть жужжальца, а роз ЪИВогах — заднюю часть его. 
У мух, гомозиготных по обеим этим мутациям, такие изменения приводят 
к появлению полностью развитой второй пары крыльев (рис.38—6,Г). 

Каковы цис-транс-эффекты для 55 и рб? У цис-формы (---Е /6х рб) 
жужжальца обычные, а у транс-формы (65 + /-- р62) наблюдается слабый 
эффект роз ФИЖТогах. Мы видим здесь другой пример цис-транс-эффекта 





1 Подробнее см. Е. У. Бем ! $. Сепез ап4 Оеуеортета! Ра уауз. «Ашег. 2001.», 
1963, т. 3, 33—56. 
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РИС. 38-6а 


Самцы Д»тозорь Йа теапоказиег: нс} мальвый (А), БИВогах (Б), розиИВо- 
тах (В) и ЬиВогах роз1БИВогах (Г) 


положения и показывает неаллельность этих генов. Р 
между этими локусами равно 0,02. 

Эти примеры псевдоаллелизма затрагивают, по-видимому, отдельные. 
но тесно сцепленные функциональные гены. Не похоже, чтобы они вклю- 
чали внутригенную рекомбинацию типа той, которая происходит внутри 
цистрона А или В области г П Ф Т4. Однако существует возможность, 
что у дрозофилы может происходить рекомбинация не только между 
функциональными генными единицами, но и внутри них (\". \Ме]5Вопз 
ап@ Е. Уоп НаПе, 1962; А. Своувск, А. Зеваев, В. КегпасВап апа 
М. Кгаизз, 1964), хотя в этом могут участвовать и другие механазмы 
отличные от перекреста. ых. 

Рассмотрим теперь морфологию участков хромосом дрозофилы, соде о 
жащих псевдоаллели. Серия УВЦе связана с двойным диском а. 
в хромосоме слюнной железы. Возможно, что арг находится в одном но В 
а #? — в другом. Серия уегаЙИоп связана с другим дублетом в Х_ ”. 
соме, а серия БИогах (состоящая из пяти отдельных псевдоали ВОИН 
локусов) связана с двумя дублетами. (Последнее показывает нае —— 
может содержать больше одного отдельного гена, что доказывал ‚диск 
и другими данными.) Наличие в хромосомах слюнных желез ся также 
количества дублетов указывает на то, что гены, расположенн ме — 
участках, являются псевдоаллельными. ые в этих 

Можно несколькими способами объяснять возникн 
локусов с близкими типами действия. Одно из объясненг 
что соседние гены, дающие разные эффекты, во в 
вали в аллели, выполняющие сходные, 
функции. Второе возможное объяснение св 
связали вместе неаллельные тены со сходными фу 
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этого находились далеко друг от друга. Хотя для некоторых из обнаружен- 


ных случаев обоих этих объяснений и может быть достаточно, однако более 
вероятно, что большинство соседних и сходных по действию генов появи- 
лось в результате одной или нескольких (как в случае серии ЬИПогах) 
дупликации, о способе возникновения которых уже шла речь в главе 12 
(см. также стр. 451—433). После дупликации исходно идентичные гены, 


расположенные рядом, могли в результате мутирования начать как-то 
функционально различаться. 


Что вызывает эффекты положения? Наи 
тенов, являющихся соседями, завис 
чем от их аллелей в гомологичной 


более вероятно, что действие 
ит в большей степени от нихсамих, 
хромосоме (которые обычно находятся 
на значительном расстоянии от них). Такая зависимость может быть при> 
чиной эффекта положения, когда при разрыве изменены относительные 
расположения гетерохроматина и эухроматина. Эффекты положения, 
вызванные структурными изменениями, могут быть особенно распростра- 
ненными у видов, у которых хромосомы или участки хромосом занимают 
в ядре определенные положения друг относительно друга. При делении 
ядер у дрозофилы наблюдается соматический синапсис хромосом; этот 
синапсис обнаруживается в гигантских интерфазных ядрах слюнных желез 
и других клеток. Эти два факта указывают на то, что во время функцио- 
нирования генов разные хромосомы и их части расположены так, что про- 
дукты действия генов могут образовываться или использоваться в опре- 
деленной последовательности. У энотеры части хромосом в кольце из 
14 хромосом, образующемся во время мейоза, располагаются очень упо- 
рядоченно из-за наличия тетерозиготных реципрокных транслокаций 
(глава 17). В этом случае также новое расположение участков хромосом 
может нарушить функциональные цепи и привести к эффектам положения. 
Действительно, известно, что у энотеры наблюдается эффект положения. 

Нужно еще выяснить молекулярную основу эффектов положения у дро- 
зофилы. Результаты, полученные при изучении систем контроля над дей- 
ствием генов у бактерий и у кукурузы, приводят нас к предположению, 
что эффекты положения у дрозофилы могут быть следствием влияния 
на образование или трансляцию информационной РНК данного цистрона 
изменения соседних с ним генов. Так как в ядре происходит синтез белка, 
то существует также возможность того, что эффекты положения могут 
быть результатом последовательных внутриядерных реакций, на кото- 
рые влияет диффузия и, следовательно, концентрация белковых продуктов 
действия генов. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Фенотипические изменения могут быть обусловлены различным располо- 
жением одного и того же генетического материала. Перемещение генов, 
дающее эффект положения, может быть вызвано структурными перестрой- 
ками хромосом или перекрестом. 

Линейные скопления генов со сходными эффектами возникли, воз- 
можно, в результате одной или нескольких дупликаций гена-родоначаль- 
ника ш зИа, за которыми следовало мутирование, приведшее к различиям 

|. СН 
в их действии. Е Е 

Эффект положения приписывается изменениям одного или нескольких 

ы 39 . 
из нижеперечисленных процессов: г в 

1) образование данной информационной РНК; 

2) трансляция этой информационной РНК; 

3) взаимодействие между белками, получающимися при трансляции 


информационных РНЕ в ядре. 
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ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


38.1. Если одновременно с качественным или количественным изме- 
нением генетического материала появляется новый, ранее неизвестный 
фенотип, то можно ли определить, чем вызван этот эффект — мутацией 
или эффектом положения? Объясните. 

38.2. Ожидаете ли Вы обнаружить эффекты положения у большин- 
ства размножающихся половым путем организмов? Почему? 

38.3. Возможен ли неравный перекрест? Объясните. 

38.4. Можно ли считать псевдоаллели скорее субгенами (частями одно- 
го гена), чем отдельными неаллельными генами? Объясните. 

38.5. Необходим ли псевдоаллелизм, чтобы обнаружить. эффект поло- 
жения? Объясните. Справедливо ли обратное? Объясните. 

38.6. Какие нужно провести скрещивания, чтобы проверить, не яв- 
ляются ли псевдоаллелями две рецессивных мутации у дрозофилы, кото- 
рые, по-видимому, аллельны сцепленному с полом гену &’ (нормальный 
аллель киноварного цвета глаз)? 

38.7. Используя подходящие генетические маркеры, нарисуйте тет- 
радную конфигурацию, позволяющую идентифицировать нити, у кото- 
рых произошел внутрихромосомный обмен в области Ваг Х-хромосомы 
Ртозорй а теаповазег. 

38.8. Используя понятие оперона, объясните, как парацентрическая 
инверсия в Х-хромосоме дрозофилы может привести к цвету глаз типа 
шо ед. 

38.9. Предложите молекулярное объяснение цис-транс-эффекта поло- 
жения, обнаруженного для области мвие Х-хромосомы дрозофилы. 

38.10. Может ли эффект положения наблюдаться у гаплоидов? Почему? 
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Глава 39 


РЕГУЛЯЦИЯ ДЕЙСТВИЯ ГЕНА — 
ДОЗОВАЯ КОМПЕНСАЦИЯ 





МЛЕКОПИТАЮЩИЕ 


Синтез ДНК в относительно деспирализованной хромосоме Е. со происхо- 
дит почти непрерывно, поэтому можно предположить, что вообще синтез 
комплементарной ДНК и РНК может происходить в деспирализованных 
хромосомах. С другой стороны, синтез ДНК не происходит во время мито- 
за или меиоза, когда хромосомы конденсированы. Следовательно, мы 
можем считать, что в спирализованном состоянии хромосома не может 
функционировать, синтезируя ДНК или РНК. Если эти посылки прием- 
лемы, то можно думать, что наличие сильно окрашиваемого по Фельгену, 
собранного в комок хромосомного материала (хроматиновых глыбок, или 
кариосом) во время интерфазы указывает на спирализацию хромосомного 
материала и, следовательно, на полное отсутствие в таких телах генети- 
ческой активности. 

Тот факт, что одни хромосомы или участки хромосом собраны в плот- 
ные комки и спирализованы, тогда как другие — нет, коррелирует, 
по-видимому, с разным временем репликации в них ДНК. Хромосомы 
и участки хромосом, спирализованные и окрашивающиеся обычным обра- 
зом (зупикнотические), более спирализованные и сильнее окрашивающие- 
ся (гиперпикнотические) и те, которые относительно деспирализованы 
и окрашиваются слабее (гипопикнотические), различаются по времени, 
когда в них происходит синтез ДНК. Одним из признаков гетерохромати- 
на является его ненормальное окрашивание, гиперпикноз (стр. 168). 

Вышеизложенная гипотеза об активности гена может быть проверена 
путем сравнения активности генов в интерфазе в случаях, когда данный 
участок хромосомы спирализован нормально и когда он спирализован 
сильнее обычного. Во многих диплоидных интерфазных ядрах у мужчин 
видна маленькая кариосома, связанная с ядерной!мембраной. В таких же 
клетках у женщин видна такая же кариосома, но величина ее гораздо 
больше. Так как величина этой хроматиновой глыбки зависит от пола, то 
избыточный материал кариосомы у женщины был назван половым тромати- 
ном, или тельцем Барра (который его открыл). Было исследовано наличие 
полового хроматина у людей, являющихся анзусомиками по половым 
хромосомам. Максимальное число обнаруженных отдельных телец Барра 
таково: у людей ХУ или ХО их нет; одно тельце у ХХ, ХХУ и ХХУУ; 
два —у ХХХ и ХХХУ; три — у людей ХХХХ. Оказалось, что в тех 
клетках, где количество телец Барра меньше максимального, оольше их 
величина. Поэтому можно сделать заключение, что максимальное число 
телец Барра на единицу меньше числа, Х-хромосом у диплоидного инди- 
видуума. В тетраплоидных клетках мужчины правильных телец Барра, 
по-видимому, нет. Кариосомы большего размера, о которых шла речь, 
представляют собой соединение небольших кариосом двух Х. Наличие 
двух телец Барра в тетраплоидных клетках женщины свидетельствует 
0 том, что максимальное количество телец Барра определяется равнове- 
сием между числом Х-хромосом и числом аутосомных наборов. Одна 
Х-хромосома, уравновешенная двумя наборами аутосом, не вызывает 
появления тельца Барра. Однако каждая Х-хромосома, которая имеется 
сверх этого равновесия, конденсируется и лиоо обнаруживается как тель 
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це Барра, либо смешивается с другой избыточной Х-хромосомой, образуя 
тельце большего размера. Следовательно, максимальное число телец 
Барра равно х — (р/2), где  — число Х-хромосом, а р — плбидность, 
или число наборов аутосом (0. Нагодепт). Отметим, что У-хромосома 
не влияет на число телец Барра. Следовательно, гены, определяющие 
пол, в частности гены, расположенные в У-хромосоме, не подавляют обра- 
зования телец Барра у нормальных и необычных мужчин. . 

Согласно рассматриваемой гипотезе, каждая лишняя Х-хромосома 
очевидно спирализована сильнее обычного и функционально неактивна. 
Однако она еще способна реплицироваться во время интерфазы, хотя ее 
репликация и задержана (М. ОтишЪасв, А. МогзВ йа. а. У. Тау]ог, 
1963). То обстоятельство, что у женщин нет нормальной ткани, в кото- 
рой когда бы то ни было в 100% ядер были бы обнаружены тельца Барра, 
частично может объясняться ошибками в цитологическом исследова- 
нии. Может быть также, что в некоторых клетках, в которых тельца Барра 
не видны, в этот момент происходит репликация Х-хромосомы. Очевидно, 
что как у мужчин, так и у женщин — как у нормальных, так и у необыч- 
ных — в результате образования телец Барра оказывается одно и то 
же количество функционирующих генов Х-хромосом на диплоидный на- 
бор аутосом (М. Гуоп, 1962). Иными словами, ‘мужчины и женщины могут 
но существу не очень сильно различаться, по крайней мере по количе- 
ству функционирующих Х-хромосом. 

В Х-хромосоме человека (см. рис. 10—6) имеется ген, необходимый 
для образования фермента глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, (Г-6-ФД). 
Одна из мутаций в Х-хромосоме приводит к неспособности образовывать 
этот фермент. Поэтому мужчины с нормальной Х-хромосомой могут обра- 
зовывать этот фермент, а мужчины с мутантной Х-хромосомой — не могут. 
Так как У-хромосома не влияет на образование этого фермента, то, оче- 
видно, в ней нет аллеля этого гена. При исследовании отдельных эритро- 
цитов генетически нормальных мужчин и женщин активность Г-6-ФД 
в них оказывается одинаковой (Е. Веи@ег, М. Уев а. У. Еаиаокз, 1962; 
р. Рау!9з0п, Н. МИо\зКу а. В. СВП@3, 1963). Естественно было ожидать, 
что если бы у женщины оба нормальных аллеля работали так же, как 
один из них работает у мужчины, то ее эритроциты продуцировали бы 
вдвое больше фермента, чем эритроциты нормального мужчины. Однако, 
когда были исследованы эритроциты женщин, гетерозиготных по мута- 
ции, сцепленной с Х, то некоторые из клеток оказались нормальными, 
а некоторые дефектными по Г-6-ФД. Эритроцитов с промежуточной актив- 
ностью обнаружено не было. Это показывает, что такие женщины, являются 
функциональными мозаиками по данному локусу. Некоторые из их эрит- 
роцитов произошли от клеток, содержащих ядра, в которых нефункцио- 
нирующим был нормальный ген, а функционировал дефектный локус; 
другие — из клеток, где не работал мутантный тен, а нормальный локус 
работал. Уже упоминавшиеся результаты, полученные для нормальных 
женщин, подтверждают общий вывод, что У зуплоидных женщин в О 
клетке может проявляться лишь один аллель этого локуса. Иногда функ- 
ционирует локус, полученный от отца, а иногда — полученный от матери 
Это заключение подтверждается тем, что и 4 женщин, не содержа, а 
мутацию по Г-6-ФД, клетки ХО, ХХ, ХХХУ или ХХХХ, Торна он 

зе: Е Б - 
мы хромосом диплоидны, образуют одинаковое количество 

Заболевание дистрофия мыицц, сцепленная с полом, об словг Е 
кой мутацией в гене, находящемся в Х-хромосоме, и’ п ред- 
бывает лишь у мужчин. Дистрофия мышц тесно связана с оп к. Л тие} 
энзиматическими и гистологическими аномалиями. При к 
Ари, оон го этой мутации, у которых наблюдалась канни 
ческая или субклиническая дистрофия мыпщ еатзоп, \У. Та» 
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а. 5. Ума, 1963), были обнаружены мышечные волокна двух видов — 
нормальные и дистрофичные. Это прекрасно объясняется функциональной 
мозаичностью, так же как и для локуса Г-6-ФД. Такого типа результаты 
получены по крайней мере для пяти других генов, сцепленных с Х-хромо- 
сомой. На основании этих генетических данных и цитологических иссле- 
дований телец Барра мы можем сделать вывод, что обычно заметная часть 
одной из Х-хромосом во многих динлоидных соматических клетках жен- 
щин инактивирована. Так как у нормального мужчины нет тельца Барра, 
то инактивированной является конденсированная Х-хромосома. При опло- 
дотворении у человека еще нет полового хроматина. Он впервые появ- 
ляется примерно на 12-е сутки развития. 

Исходя из цитологии телец Барра и инактивации примерно полудю- 
жины разных локусов, нельзя еще определить, какая часть Х-хромосомы 
у нормальной женщины инактивирована. Для этого нужно выявить 
дополнительно другие локусы Х-хромосомы, активность генов в которых 
можно было бы изучать в отдельных клетках. Изучение гена, в результате 
























































о действия которого появляется продукт, способный диффундировать меж- 
ДНЫЙ п ду клетками, мало пригодно для определения размера инактивированного 
пЩИНЫ сегмента. 
> 1 Ноль Половой хроматин встречается не только у человека, но и у многих 
других млекопитающих (М. Вагг, 1959). У мышей нет полового хроматина, 
Обо но одна из Х-хромосом самки гиперпикнотична во время митоза. Был 0б- 
(40). наружен один локус, который не проявляет ожидаемой инактивации 
брааоеще (Г. ВлззеП, 1963). Это указывает на наличие в Х-хромосоме такого участ- 
ка, который у самки не оказывается гетеропикнотичным и поэтому не инак- 
‚могут р тивируется. Так как у мыши встречаются реципрокные транслокации 
— мт, между Х-хромосомой и аутосомами, то возникает вопрос, не влияют ли 
та, то, такие перестройки на функционирование перемещенных генов аутосом. 
‚ных Эри Этот вопрос может быть исследован у самок, гетерозиготных по такой 
обтЬ т транслокации, когда нетранслоцированная гомологичная аутосома содер- 
ал 1% жит подходящие рецессивные аллели генов, локусы которых охватывают 
110 ии значительную часть группы сцепления. В некоторых случаях получился 
дем фенотип, соответствующий нормально доминантному аллелю, находя- 
так ие щемуся в структурно перестроенной аутосоме, в других — появились 
КО р крапчатые, или мозаичные, фенотипы. Кроме того, согласно данным, 
[НЫ ди полученным при исследовании различных перестроек между какой-ни- 
ых ет будь определенной аутосомой и Х-хромосомой, в случае мозаичного фено- 
ор типа доля тела, имеющая рецессивный фенотип, уменьшается по мере 
чной увеличения расстояния от аутосомного локуса до точки соединения фраг- 
о д, мента с Х-хромосомой. Следовательно, аутосомные локусы могут инакти- 
в д ‚ вироваться при переносе их в Х-хромосому, причем чем больше расстоя- 
из я ние от локуса до точки разрыва, тем меньше инактивация. Так как 
_ 9 т разрыв аутосомы случается в разных местах, то было обнаружено, что 
т и уменьшение степени инактивации происходит в любом направлении по хро- 
ВР мосоме. Таким образом, инактивация аутосомного локуса в перестрой- 
№ Ри ках между Х и аутосомой может объяснить случаи эффекта положения. 


мозаичного типа (У-типа). 

Было установлено, что в двух случаях точки разрыва аутосомы, при- 
ведшие к перестройке с Х-хромосомой, расположены в несколько разных 
местах, хотя обе они близки к данному гену. В одном случае нормальный 
аутосомный аллель был инактивирован и привел к мозаичности. В другом 
же случае мозаичности не получилось. Результаты анализа последнего 
случая решительно подтвердили, что неподавленный ген дикого типа 
находился в аутосомном фрагменте, соединившемся с неспособной вызы- 
вать инактивацию областью Х-хромосомы. : 

Эти исследования показывают (так же как и уже упоминавшийся слу- 
чай, по-видимому, несупрессируемого локуса Х-хромосомы), что обычно 


32 И. Гершкович 497 








в сегменте, который замещается фрагментом аутосомы, вы = 
Х-хромосомы около точки разрыва всегда РИ т тобой 
Следовательно, есть две возможные причины стабильнос: м. же 
гена, встроенного в Х-хромосому: присоединение его к той : ро- 
мосомы, которая неспособна вызывать инактивацию, или значительное 
удаление его от части Х-хромосомы, способной вызывать инактивацию. 

В свете предыдущего обсуждения можно допустить, что один и тот же 
генетический материал может быть гетерохроматическим или эухромати- 
ческим, и что основным определяющим фактором является степень спира- 
лизации. Очень сильная спирализация хромосомы в интерфазе, 
очевидно, препятствует функционированию находящихся в ней генов, 
У млекопитающих эта Система, по-видимому, уравновешивает различие 
в дозе гена, существующее между самцами и самками. Иными словами, 
эта система обеспечивает дозовую компенсацию в отношении некоторых 


чен (или включен), то и в клетках, происходящих из нее, соответствую- 
щие сегменты тоже выключены (или включены), несмотря на то, что 
между родоначальной и дочерними клетками лежит митоз. Поэтому 
в результате получается участок ткани с одним фенотипом. Такое выклю- 


Й 


Что в соматических тканях взрослой самки крысы одна из Х-хромосом 
гиперпикнотична, бивалент ХХ в овоците изопикнотичен, т. е. обе его 
хромосомы окрашиваются одинаково ($. Овпо, УХ. Кар]ап, В. Ктозиа, 


* Шварц высказали предполо- 


и во время гаметогенеза. 


аботать гены, 
› тогда как аллели, полученные 


ДРОЗОФИЛА 


У дрозофилы, как и У человека, обычные самцы им 


еют одн -х 
а обычные самки — две. Многие а, в ромабому 


из локусов Х-хромосомы обладают по 
м и у самцов и у самок, 


ь Дозовую компенса- 
ы р те1апоразёег: 
ТИЧно, так как 


а 
имеется ив Х-ив У-хромосоме и поэтому обычно иже у 5 
так и у самок. 
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Цитологические основы дозовой компенсации трудно исследовать 
в обычных соматических клетках дрозофилы из-за небольшого размера 
диплоидного ядра. Так ка -хромосомы, находящиеся 
в состоянии соматиче 
ивы других ядрах, по-видимому, одинаковы, то маловероятно, 
в спирализованности гомологичн 
что аллели в обеих Х- 


у дрозофилы дозовая компенса 


однако, по-видимому, отдельная Х-хромосома 
содержит примерно столько же РНК и белка, как и пара Х-хромосом. 
Поэтому дозовая компенсация включает «увеличение» активности гена 
отдельной Х-хромосомы, или супрессию действия генов пары Х-хромо- 
сом, или и то, и другое. На дозовую компенсацию у дрозофилы пролили 
свет многие генетические исследования, и их результаты можно описать 
на примере аллеля арг. У самок с тройной дозой арг (лишний локус арг 
находится не в Х-хромосоме) глаза более темного абрикосового цвета, 
чем у самок арг/арг. Это показывает не только гипоморфную природу 
мутации, но также и направление дозовой компенсации — а именно, 
подавление образования глазного пигмента У самок арг/арг до уровня, 
который вызывает один локус арг в Х-хромосоме самца. У самцов с лиш- 
ним локусом арг цвет глаз еще более темный, чем у самок с тройной дозой 
арг. 
> Так как цвет глаз у самцов ХО и ХУи у самок ХХ, ХХУи ХХУУ, 
Чистых но арг, одинаков, то У-хромосома не может быть ответственной 
за дозовую компенсацию. К тому же самцы, произошедшие от самок (Ха2г 
Хе", та {та), как с У-хромосомой, так и без нее, имеют глаза такого же 
цвета, что и самцы Х<РГУ. Если бы «самцовость» как таковая препятст- 
вовала супрессии действия гена, приводя к дозовой компенсации, то 
У самцов с двойной дозой арг, трансформированных из самок, глаза были 
бы более темного абрикосового цвета, чем у самцов с единичной дозой арг. 
Следовательно, дозовая компенсация не зависит от мужского или жен- 
едет рт основа дозовой компенсации у дрозофилы? 
Самец с двумя целыми Х-хромосомами рано ори ааскх ВИО 
обнаруживает дозовую компенсацию, тогда как ре. мжкы ил 
гим геном арг — либо в Х-хромосоме с очень большой нех ‚ 
в аутосоме — не показывает компенсации. Это позор о ря. ииный 
Х-хромосома содержит гены — компенсаторы дозы и что у самц ь 
й аких генов. По-видимому, целая 
ся единичная, а у самок — двойная доза т : 
й несколько компенсаторов дозы, подавляющих 
О СОдерНиЕ Х“Р’ У эта супрессия допускает лишь абри- 
Но ОО НОО АБ торых в одной Х-хромосоме 
косовый цвет глаз. Заметим, что у самок, у ко [вн ринит: 
имеется делеция области арг, а в другои хром , 


глаз -абрикосового цвета. $ 
п чистых по арг самцов или самок, гиперплоидных по 


различным коротким сегментам Х-хромосомы и регистрировать их пол 
показали, что: 
и цвет их глаз. Такие опыты " 
“$ азные сегменты Х-хромосомы могут обладать или не < вышек зф 
фени нововов компенсации по цвету глаз, но дают общий эффект супре 
сии; 
2) влияние этих сегментов на цвет глаз не коррелирует с их влиянием 
на половую дифференцировку- 
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Кроме того, когда изучались другие локусы, для которых наблюдает- 
ся дозовая компенсация, то оказалось, что влияние отдельных сегментов 
на эффекты дозовой компенсации различно. Поэтому мы делаем выво 
что: 

1) нет корреляции между набором генов-компенсаторов и их влиянием 
на половую дифференцировку; 

2) разные гены, обнаруживающие дозовую компенсацию, подавляются 
либо разными группами генов-компенсаторов дозы, либо одной и той же 
группой генов-компенсаторов, действие которых меняется в зависимости 
от локуса, компенсация которого происходит. : 

Сцепленные с Х-хромосомой гены и аллели, не показывающие дозовой 
компенсации, могут быть в эволюционном отношении настолько новыми, 
что могли еще не установиться гены-компенсаторы дозы. Эту точку 
зрения подтверждает тот факт, что еозт (1°) и 1уогу (№), для которых 
не наблюдается дозовой компенсации, неаллельны арг (М. Стееп, 1959), 
и, следовательно, могут быть мутациями локуса, появившегося сравни- 
тельно недавно. Свидетельствуют об этом также и данные, полученные 
при исследовании мутаций в Х-хромосоме Д. рзги4ообзсига, приводящих 
к появлению \У-образной хромосомы, одно плечо которой гомологично Х, 
а другое — левому плечу хромосомы ИТД. теаповазег. Если мы предпо- 
ложим, что большинство мутантов гипоморфны, то в плече, гомологичном 
Х-хромосоме тёаповазет, будет больше мутаций, дающих одну и ту же 
степень фенотипического эффекта и у самок и у самцов (показывая, воз- 


’ 


ном левому плечу хромосомы ПТ теаповазег 1. 
В качестве рабочей гипотезы мы можем принять, что супрессия, при- 


(стр. 474), комплементарную или эквивалентную последовательности ДНК 
в супрессируемом локусе. Возможно, гены-операторы компенсируемых 
локусов супрессируются генами-компенсаторами дозы. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Дозовая компенсация для генов, сцепленных с х 
ся подавлением их функционирования. 

У человека, мыши и, вероятно, всех имею 
копитающих это подавление связано с гетеропикнозом 
со спирализацией хромосомы. Несмотря на то, что дифференциация хро- 
мосомы носит временный характер, дозовая компенса 
ные явления показывают, что х 


`хромосомой, достигает- 


чт 
ционированием. ’ то связано © ве функ- 
У дрозофилы регуляция действия гена, приводя 
пенсации, осуществляется другим механизмом. П 
процесс затрагивает транскрипцию, трансляци 
информационной РНК. Возможно, гены- 
генами-рогуляторами, которые контроли 
сируемых локусов. 


Щая к дозовой ком- 
Редполагается, что этот 
ю или б 


т, 
редыдущее обсуждение дозовой компенсации 
следует работе Г. Меллера (Н. МиПег, 1950), РЕ значительной мере 
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ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


ь 39.1. Если по существу целиком функционально выключена одна 

Х-хромосома в соматической ткани женщин, то почему невыгодно иметь 
ОИ а — ХУ 

39.2. Почти все без исключения разношерстные или черепаховые 
кошки являются самками. Почему? 

39.3. Какого типа аутосомные гены не пригодны для опытов с мышами, 
описанных на стр. 497? 

39.4. Обсудите фенотипы, ожидаемые у женщин, гетерозиготных по 
мутации гемофилии, сцепленной с Х. 

39.5. Сравните механизмы дозовой компенсации у мыши и у дрозофилы. 

39.6. Как можно проверить гипотезу о дозовой компенсации, иссле- 
дуя близнецов? 

39.7. Как Вы объясните появление женщин, гетерозиготных по сцеп- 
ленной с Х мутацией дальтонизма, но являющихся дальтониками только 
по одному глазу или даже части глаза, а также женщин — идентичных 
близнецов, одна из которых дальтоник, а другая — нет? 

39.8. Глазной альбинизм обусловлен мутацией, сцепленной с Х, кото- 
рая вызывает бесцветность сетчатки у мужчин. Какой фенотип ожидаете 
Вы встретить у гетерозиготных женщин, если мутация 

а) полностью рацессивна? 

6) полностью доминантна? 

в) частично доминантна? 

У таких женщин на самом деле есть участки как бесцветной, так и нор- 
мально окрашенной сетчатки. Какое значение имеют эти данные для отве- 
тов на поставленные выше вопросы а), 6) и в)? 

39.9. Сцепленная с Х-хромосомой мутация у мужчины препятствует 
выделению пота в любой части тела. Что, по Вашему мнению, произойдет 
с человеком, гетерозиготным по этой мутации, если, предварительно осы- 
пав тело сухой смесью крахмала и иода, он войдет в теплицу? 

39.10. Как Вы объясните отсутствие фенотипической эквивалентно- 
сти у женщин ХО, ХХ и ХХХ (или у мужчин ХУ и ХХУ)? Справедлив 
ли Ваш ответ для самок мышей, у которых ХО обычно плодовита? 

39.11. Что Вы думаете о гипотезе, согласно которой дозовая компен- 
сация у млекопитающих происходит вследствие того, что одна хромосома 
(или ее часть) преждевременно используется в качестве матрицы? 

39.12. К какому выводу Вы придете, узнав, что у жевщин, гетеро- 
зиготных по аномальной Х-хромосоме (причем эта хромосома имеет форму 
или кольца, или палочки, которая короче или длиннее обычной Х-хромо- 
сомы), последняя появляется в тельцах Барра чаще, чем ее нормальный 
гомолог? у м 

39.13. Обсудите значимость работы с жабой Хепориз$ (рассмотренной 
на стр. 440) в связи с проблемой дозовой компенсации. 
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Глава 40 


МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ РЕГУЛЯЦИИ 
ДЕЙСТВИЯ ГЕНОВ У ВЫСШИХ ОРГАНИЗМОВ 


Анализ явлений, обсуждаемых в главах 37—39, не был доведен до такой 
степени, чтобы можно было говорить о биохимической природе контро- 
лирующих механизмов, участвующих в регуляции активности гена. 
В этой главе делается попытка проникнуть в молекулярные основы регу- 
ляции действия гена и поэтому приводятся дополнительные примеры 
регуляции действия гена у высших организмов. 


ПОЛИНЕМНЫЕ ХРОМОСОМЫ ДВУКРЫЛЫХ 


Данные, полученные с помощью радиоавтографии, убедительно показы- 
вают, что обычная хромосома высших организмов является полинемной, 
или политенной (\. Веегтапи, 1962; УУ. Веегтапи а. 0. еуег, 1964; 
Н. Вескег, 1964), т. е. в хроматиде содержится более одной двойной 
спирали ДНК (\\. Реасоск, 1963). Чрезвычайно высокую полинемность 
интерфазных хромосом личинок О!р{ега можно рассматривать просто 
как крайний вариант нормальной тенденции к полинемности. 

В разные промежутки времени в процессе роста и дифференцировки 
клеток двукрылых различные диски полинемных хромосом этих клеток 
образуют «пуфы» (рис. 40—41), которые затем исчезают в определенной 
последовательности. Хотя эта последовательность варьирует для разных 
тканей, она характерна для каждой ткани личинки. Образование пуфов 
можно интерпретировать как локальное раскручивание хромосомы и ДНК. 
У дрозофилы и у комара С/итопотиз область пуфа синтезирует больше 
РНК, чем такая же область, не содержащая пуфа; в слюнных железах 
клеток личинок Айупсозсатаи С1урюеп@ рез область пуфа синтезирует 
больше ДНК, чем эквивалентный участок без пуфа. 

У некоторых видов Стопотиз в цитоплазме клеток одной из долей 
слюнной железы личинки находятся гранулы (белковый секрет?), появле- 
ние которых обусловлено геном, локализованным у одного из концов 
хромосомы ТУ. У других видов таких гранул нет. В клетках, образующих 
гранулы, пуф находится также у кончика хромосомы ТУ, причем он отсут- 
ствует в клетках, не содержащих гранул, даже если это клетки той же 
железы. Более того, личинки, полученные путем межвидового скрещива- 
ния особей, образующих и не образующих гранулы, обладают гранулами 
й являются цитогенетически гибридными, другими словами, у одного 
гомолога пуф есть, а у другого он отсутствует. 

Инъекция личинкам гормона окукливания — экдизона вызывает обра- 
зование пуфов в одних дисках и их исчезновение в других. Было также 
показано, чтов РНК, синтезированной пуфом, количество аденина не рав- 
но количеству урацила, а количество гуанина не равно количеству 
Цитозина, и, по-видимому, эта РНК является информационной. Поэтому 
мы можем заключить, что образование пуфов (деспирализация ДНК) 
непосредственно связано с активностью гена. В клетке слюнной железы 
двукрылых, по-видимому, вообще только около 20% дисков образуют 


ПУфы, что свидетельствует о том, что в каждом ядре функционируют 
Не все гены. 
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РИС. 40-1. 


Образование и исчезновение пуфов на участке хромосомы в слюнной железе Авуп- 
созсзата. 


Римские цифры — различные сегменты, слева — пре-пуф, в центре — пуф, справа — пост-пуф 


«СОХРАНЯЮЩАЯСЯ» (СОМЗЕВУЕО) 
И «НЕСОХРАНЯЮЩАЯСЯ» (МОХСОМЗЕВУЕО) ДНК 


Какова природа и судьба синтезирующейся в «избытке» ДНК? Следую- 
щие данные показывают, что ДНК может покидать ядра, когда она нахо- 
дится в избытке, а также и вследствие других причин: 

1) у некоторых организмов (например, у комара бага) часть хромо- 
сом, как правило, элиминируется из ядер некоторых клеток; 

2) у дрозофилы ДНК выходит из ядер питающих клеток яичника; 

) в норме в части канальцев семенника кузнечика Меапориз 4 е- 
тепйаЙз все клетки распадаются и освобождают большие количества 
ДНК (А. Гипа 4е Раша а. Т. М огачу1зй, 1962); 

4) овоцит тритона, по-видимому, содержит ДНК в нуклеоплазме 
и ядрышке (не связанную с организатором ядрышка), которая, вероятно, 
не остается в ядре (М. Тлауа, У. АШтеу а. А. Мизку, 1963); 


которая обменивается, т. е. является метаболически лабильной (М. батр- 
зп, А. КаюВ, У. НоИа а. Н. Эцеги, 1963); такая ДНК отличается от ста- 
бильной, высокомолекулярной ДНК тем, что содержит ббльший процент 
Г ь 

я можно сделать вывод, что иногда ДНК выходит в цитоплазму, 
данные упомянутых исследований не позволяют Считать, что эта днк 
обладает какими-либо известными или предполагаемыми свойствами гене- 
тического материала (репликация, мутация, рекомбинация) после того 
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РИС. 40-2. 


Гигантские хромосомы — «лампо- 
вые щетки» в овоците амфибий 
А — нефиксированные хромосомы Т"- 
гиз тичЧаезсепз в физиологическом 
растворе (фазовый контраст, Хх 540); 
Б — полусхематическое изображение 
центральной хромомерной оси с пар- 
ными боковыми петлями 


И. Гершкович 





ЯК тонетическим Мао. Поэтому вопрос о том, является ли эта 
Можно предположить, м Да открытым. - 
обладать совсем другой функцией ^ кидающая ядро, вне ядра будет 
ДНК внутри ядра. Напри Цией, отличающейся от той, которую несет 
ованная в иВоткавы, мер, ДНК ядерного происхождения, но локали- 
: теза ядерной ЛИК осла бы служить строительным материалом 
ие перной ДНК. Такая судьба может быть у ДНК спермиев, 
не участвующих в оплодотворении и распадающихся в цитоплазме яйце- 
клеток насекомых, для которых характерна полиспермия (в яйцеклетку 
проникает несколько <пермиев, но только один оплодотворяет ее). В пи- 
а И дрозофилы, которые окружают развивающийся овоцит, 
пиеотся ДНК, способная переходить в цитоплазму овоцита и, по-види- 
мому, служить сырьем для будущего синтеза ДНК. По-видимому, то же 


самое происходит и с ДНК, фагоцитированной фибробластами и белыми 
кровяными клетками ш у!уо, 


млекопитающих ш уйго фаго 
} 

ференцировкой: потеря части х 
нуции хромосом у А5сат:5; различия при элиминировании хромосом 
у разных полов 5сага; падение содержания ДНК в клетках слюнной 
железы улитки НеЙх по мере образования” продукта секреции. Выска- 
зывалось также мнение, что цитоплазматическая ДНК может действовать 
как информационная (Р. СаВап, 4962; 1. НоПапа а. В. Мс Саг ву, 1964). 

На основании приведенных данных становится ясным, что не всегда 
вся ДНК остается в ядре, чтобы осуществлять там обычные функции ядер- 
ного генетического материала. Следовательно, в этом смысле существуют 
ба типа ДНК: один, сохраняющийся как часть хромосомы (который 
служит генетическим материалом), и другой, несохраняющийся в хромо- 
соме (который может и не быть генетическим материалом). Выше уже 
указывалось, что у бактерий отсутствует консервация неинтегрированной 
в хромосому ДНК, участвующей в трансформации, конъюгации или 
трансдукции. 


ХРОМОСОМЫ — «ЛАМПОВЫЕ ЩЕТКИ» ! 


В овоцитах амфибий находятся гигантские хромосомы — «ламповые щет- 
ки» (рис. 40—2). Характерный внешний вид их определяется боковыми 
выступами многочисленных парных петель, отходящих от главной оси 
хромосомы. й 

Каждая петля асимметрична — один конец её толще, чем другой. 
Кроме обычных пар петель, можно обнаружить гигантские петли, имею- 
ие вернистав птиоРнИОитО НЕА ОЕ о сои тбоотиванет ‘@джнов 
Целое с главной хромосомной осью и содержит плотный искривленный 
Участок у более тонкого конца ыы а толстый конец этих петель 
со того матр : 

р ен а ромосомами — «ламповые щетки» проинкубиро- 
вать с Нз-уридином, то на радиоввтографах видно, сы вкл а 
В пару гигантских зернистых петель происходит в определенной последо- 
зательности; оно начинается © тонкого конца шетни и продвигается вдоль 

; 10 дней.' Эти результаты показывают, что про- 


петли примерно в течение 
Ее К развыми участками петли. Другие 
ясхо ьный синтез РН 
дит последовател а 


Ланные свидетельствуют и 
петли содержат ; : 
) я аблюдающийся синтез РНК зависит от ДНК; 


ее азделе материалы основаны ти а нова тье, ый»... 
к Х. Ка 08] № Ицава, В: Олфри и А» Мирокого (4963). 
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цин Д), вызывают исчезновение петель (и тормозят образование пуфов 
в полинемных хромосомах насекомых). 

Все сказанное дает основание считать, что петля (как и пуф) представ- 
ляет собой временно деспирализованный участок хромосомной НИТИ, 
Так как на толстом участке хромосомной петли синтетическая активность 
прекращается, то, по-видимому, здесь снова происходит спирализация 
и восстанавливается часть главной, неспособной к синтезу хромосомной 
оси. В то же самое время другие участки осевой нити деспирализуются, 
образуя тонкий конец петли, который продолжает синтезировать РНК. 
В любом случае ясно, что морфология каждого участка хромосомы тесно 
связана с его способностью синтезировать РНК. 

Наличие большого числа петель в хромосомах — «ламповых щетках» 
показывает, что многие их участки синтезируют РНК. Почти все гранулы 
(тромомеры), расположенные вдоль главной оси хромосом — «ламповых 
щеток», имеют петли; однако в гигантских полинемных хромосомах, кото- 
рые можно сравнить с хромомерами, в каждый данный момент только 
около 2% дисков образуют пуфы. Сравнение содержания белка, ДНК 
и РНК в хромосомах печени, слюнных. желез двукрылых и хромосомах — 
«ламповых щетках» также позволяет предполагать, ‚что в хромосоме ово- 
цита синтетической активностью обладают многие ‚локусы. Заслуживает 
внимания тот факт, что в хромосоме — «ламповой щетке» у тритона содер- 
жится примерно в 4 раза больше ДНК, чем в обычной хромосоме из дип- 
лоидной.клетки тритона, а нуклеоплазма и ядрышки овоцитов содержат 
несохраняющуюся ДНК в количестве, равном количеству ДНК в хромо- 
сомах. Большая часть РНК, присутствующей в зрелом овоците амфибий, 
синтезируется на стадии «ламповых щеток», причем более чем на 90% 
это рибосомная РНК. Хромосомы типа «ламповых щеток» были обнару- 
жены в растущих овоцитах различных организмов (моллюсков, птиц, 
млекопитающих), в том числе и в клетках лука (В. Ме] а. Е. Сошоп, 
1962). Такое же строение имеет У-хромосома в сперматоцитах дрозофилы 
(\. Веегшапи, О. Незз а. С. Меуег, 1963). Вполне возможно, что эта 


структура хромосом встречается гораздо чаще, чем это предполагалось 
раньше. 


гистоны 


Представленные данные Убедительно показывают, что У самых разных 
организмов деспирализация хромосомы, сопровождающаяся демаскиро- 
ванием ДНК, необходима для того, чтобы ДНК могла использоваться 
в качестве матрицы. В головке зрелого Т-фага ДНК сильно спирализо- 
вана. После прикрепления Т-фага ДНК деспирализуется и входит в клет- 
ку хозяина, где она сразу используется как матрица. Таким образом, 
функционирующая фаговая ДНК, по-видимому, деспирализована и не свя- 
зана с белком. Так же, вероятно, обстоит дело при функционировании 
ДНК хромосомы Е. сой. В противоположность ДНК бактерий и фагов, 
ДНК в хромосомах большинства клеток обычно связывается с основными 
белками (такими, как гистон или протамин), образуя дезоксирибонук- 
леопротеиды (стр. 258). Согласно уже приведенным соображениям, соеди- 
нение ДНК с гистоном, вероятно, вызывает спирализацию, которая, 
в свою очередь, приводит к инактивации гена. Влияние гистонов на актив- 
ность гена будет изложена ниже, после того, как мы рассмотрим неко- 
торые их свойства. 

После удаления ДНК из нуклеогистона гистон 
электрофорезом, ультрацентрифугированием и хромато. 
субфракций. Следовательно, данный фтип клетки, по 
гетерогенную систему гистонов, состоящую из сотен в, 


можно разделить 
графией на много 
видимому, содержит 
идов разных молекул. 
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3) агенты, подавляющие синтез ядерной РНК (такие, как актиноми- 








‚ Содержат 
\ В хром. 
, амфибий, 
м на 0% 
ги обнару. 





Эти молекулы сравнительно невелики — их молекулярный вес варьирует 
от 3500 до 74 000 — и различаются по аминокислотному составу. Один 
класс молекул сравнительно богат лизином (и пролином) и беден аргини- 
ном; в другом содержится много аргинина и мало лизина. При соедине- 
нии ДНК с этими фракциями гистонов снова образуется нуклеогистон, 
в котором, как и в нативном нуклеогистоне, по-видимому, ввя ДНК 
находится в комплексе с гистоном. 

Дезоксирибонуклеогистон, реконструированный из чистой ДНК и очи- 
щенных хромосомных гистонов, имеет в диаметре примерно 35 А. Вероят- 
но, в таком нуклеогистоне белок равномерно покрывает ДНК; он может 
располагаться спирально вокруг ДНК и занимать один или оба желобка 
двойной спирали ДНК. Однако возможны и другие способы его распо- 
ложения. 

Интерфазный хроматин соматических клеток, по-видимому, содержит 
однородные структурные единицы. Эта единица в электронном микроскопе 
выглядит как палочка, диаметром приблизительно 160 А, которая состоит 
из двух двойных спиралей ДНК (каждая имеет диаметр 20 А). Обе двойные 
спирали закручены одна вокруг другой паранемически (стр. 282), а гистон, 
вероятно, занимает пространство между ними и вокруг них (У. [л122ай 
а. А. №Мсо]але!, 1963; У. Воппег а. Р. Т’зо, 1964). Возможно, что гистоны 
синтезируются в ядрышке, которое, как сообщалось, содержит рибосомы. 

Когда ДНК образует комплексы с гистонами, ее температура плавле- 
ния (денатурации) повышается. Следовательно, в этом смысле гистоны 
стабилизируют ДНК ($. Ее]зеп{е!4, С. Запдееп а. Р. уоп Н1ррё, 1963). 
Гистоны, богатые лизином, увеличивают температуру, требуемую для плав- 
ления половины ДНК гороха, от 70 до 81° С; половина ДНК нуклеогисто- 
на, содержащего богатый аргинином гистон, плавится при температуре 
74°. Существует приблизительно линейная зависимость между содержа- 
нием в гистоне лизина и температурой плавления ДНК нуклеогистона. 
ДНК, находящаяся целиком в комплексе с протамином (сальмином 

или клупеином), плавится при той же температуре, что и чистая натив- 
ная ДНК. 

Значительная часть хромосомной ДНК должна нести информацию 
для синтеза негистоновых белков; поэтому каждый участок этой ДНК 
не может быть’связан со специфическим гистоном. Следовательно, данный 
тип гистона должен обладать способностью связываться с несколькими 
разными последовательностями ДНК. 

ДНК эритроцитов уток, по-видимому, целиком находится в комплексе 
с гистоном, однако это имеет место не в каждой клетке. У гороха в раз- 
вивающейся семядоли 5% ДНК не связано с гистоном; количество не свя- 
занной с гистоном ДНК в зародыше составляет 20%, а в растущих верху- 
шечных почках — 30%. Эти данные заставляют предполагать, что по срав- 
нению с дифференцированными клетками в активно растущих и синтези- 
рующих белок клетках вне комплекса с гистоном содержится больше 
ДНК. Стабилизирующее влияние гистонов на ДНК может приводить 
к снижению матричной функции ДНК, вероятно за счет подавления 
расхождения ее нитей. 

Изолированные ядра могут синтезировать комплементарную РНК, 
используя в качестве матрицы ДНК; ббльшая часть этой образующейся 
РНК является информационной; часть составляет транспортная РНК. 

обавление в инкубационную среду к изолированным ядрам тимуса 

теленка богатых аргинином гистонов не только т и 
включения тимидина в ДНК, но и сильно подавляет синтез (У. АШ- 
теу, У. Таиаи а. А. Мизку, 1963); гистоны, богатые лизином, в этом отно- 
шении значительно менее эффективны. Избирательное удаление гистонов 
из изолированных ядер приводит к увеличению р РНК в 2—4 раза; 
возможно, что новообразованная в этом случае РНК является информа- 
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ционной, хотя состав ее оснований отличается от состава информацион- 
ной РНК, образующейся в норме. Эти данные убедительно показывают, 
что использование ДНК как матрицы для синтеза ДНК и РНК подавляет. 
ся гистонами, а отделение ДНК от гистонов может привести к образова- 
нию информационной РНК, синтез которой был бы до тех пор подавлен. 

Некоторые данные (из работы Дж. Боннера и соавторов, 1963) свиде- 
тельствуют о том, что контроль генетической активности, осуществляе- 
мый гистонами ш у1у0, сохраняется не только в изолированных ядрах, 
но и в изолированном хроматине. В хроматине, выделенном из зароды- 
шей гороха, в котором 20% ДНК не связано с гистонами, при участии 
РНК-полимеразы и четырех обычных рибонуклеозидтрифосфатов может 
идти зависимый от ДНК синтез РНК; удаление гистона усиливает синтез 
РНК в 5 раз. ДНК, целиком находящаяся в комплексе в реконструиро- 
ванном нуклеогистоне, либо совсем неспособна к синтезу РНК, либо обес- 
печивает очень слабый синтез. В заключение следует отметить, что ДНК 
полностью сохраняет способность к синтезу РНК, если она вся нахо- 
дится в комплексе с богатым аргинином протамином. 

Семядоли гороха синтезируют специфический запасной глобулин семе- 
ни, который не образуется в других тканях гороха — таких, как почки 
или корни. Хроматин, выделенный из семядолей гороха, образует ш уйто 
информационную РНК, которая используется рибосомами для образо- 
вания этого глобулина. С другой стороны, хроматин, выделенный из почек 
гороха, не приводит к образованию этого белка; однако удаление тистона 
из хроматина почки гороха дает ДНК, которая обеспечивает синтез 
глобулина. Таким образом, мы видим, что в почке ген для синтеза гло- 
булина в норме репрессирован гистоном (7. Воппег, В. Ниапс а. В. С1- 
Чеп, 1963). 

В регуляции действия генов с помощью гистонов могут участвовать 
и другие механизмы (У. АШтеу, В. ЕачПспег а. А. Мизку, 4964). Ацети- 
лирование концов уже образовавшихся гистонов приводит к синтезу 
комплементарной РНК ш уИто, в то время как неацетилированные гисто- 
ны супрессируют синтез РНК. Ацетилирование гистонов может служить 
механизмом, контролирующим действие гена ш у1у0; это подтверждается 
данными о том, что конденсированный (нефункционирующий) хроматин 
содержит меньший процент ацетилированного гистона, чем диспергиро- 
ванный (функционирующий) хроматин (У. 1АМау, У. АШтеу, 7. Етепиег 
и А. Мизку, 1964). 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Пуфы в полинемных хромосомах двукрылых и петли в хромосомах — 
«ламповых щетках» овоцитов амфибий представляют собой деспирализо- 
ванные генетически активные участки этих хромосом. 

Существуют два типа ДНК, свойства которых различаются. Один 
тип — это сохраняющаяся (сопзегуед) ДНК, которая находится в хро- 
мосомах и является генетическим материалом; другой тип — несохраняю- 
щаяся (попсопзегуеа) ДНК, которая, хотя и происходит из ядра, может 
находиться и в цитоплазме. Нет четких свидетельств в пользу того, что 
несохраняющаяся ДНК обладает генетическими свойствами. 

Основные белки образуют комплексы с ДНК. Эти комплексы являются 
дезоксирибонуклеогистонами или дезоксирибонуклеопротаминами, Нук- 
леопротамины и ДНК, не находящаяся в комплексе, могут участвовать 
в синтезе РНК, зависящем от ДНК. С другой стороны, различные гистоны 
обладают неодинаковой способностью подавлять синтез ДНК и завися- 
щий от нее синтез РНК, если они комплексируются с ДНК, образуя 
нуклеогистоны. Нефункционирующий хроматин соде у 


ржит в процентном 
отношении меньше ацетилированного гистона, 


чем функционирующий. 
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Подавление действия гена гистонами может осуществляться за счет уве- 
личения температуры денатурации ДНК благодаря спирализации хромо- 
сомы или с помощью других, сейчас еще неизвестных способов. Во всяком 
случае, очень вероятно, что у высших организмов использование ДНК 
как матрицы регулируется в значительной степени гистонами. 






























“ а ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 
мех 40.1. В чем состоит функция ядра (например, в эритроците утки), 
Нан в котором, по-видимому, почти вся ДНК находится в комплексе с гисто- 
ое МЫ ном? 
ат» 40.2. Обсудите наличие корреляции между температурами плавления 
ъ, т ДНК, находящейся в комплексе с щелочными белками, и подавлением 
| | активности гена. 
а я М, 40.3. Как Вы можете интерпретировать наблюдение Г. Буша, обна- 
ружившего, что во многих опухолях богатые лизином гистоны синтези- 
обули руются с большой скоростью? 
КК ПО 40.4. Как Вы можете объяснить наблюдение П. Р. Гросса, показав- 
вет шего, что актиномицин О (в тех концентрациях, которые полностью 
ЛЯ Обри, подавляют образование информационной РНК) снижает, но не полностью 
НЙ подавляет синтез белка в неоплодотворенных яйцеклетках морского ежа? 
о 40.5. Рассмотрите генетические факторы и факторы среды, влияющие 
и пы на характер образования пуфов в полинемных хромосомах личинок 
двукрылых. 
синтеза тие 40.6. Обсудите значение механизма обратной связи, рассматривая 
пра, В, (1 способы контроля генетической активности на молекулярном уровне. 
40.7. Что Вы можете сказать о действии гена на основании следую- 
С щего наблюдения: гистоны, связанные с конденсированным хроматином 
ст р р , 
9. Адее ацетилированы (в расчете на единицу веса) в меньшей степени, чем гисто- 
мы | ны, выделенные из диффузного хроматина. 
отл 40.8. Можете ли Вы объяснить, почему специфическая ДНКаза пере- 
авы ук варивает конденсированный, но не диффузный хроматин? 
жет (7 40.9. Как Вы можете объяснить инертность хромосом спермиев живот- 
нии р О р 
сер ных, несмотря на то, что они содержат дезоксирибонуклеопротамины, 
8) хо" а не дезоксирибонуклеогистоны? 
‚диет и | 40.10. Чэнгу, Голдхаберу и Дуннебахеру («Ргос. Ма4. Асад. 51. 0. $.», 
й и 1964, у. 52, 709—745) удалось поддерживать (по крайней мере два года) 
Г, культуры как нативных, так и инфицированных липовирусом клеток 


печени человека. Они установили, что инфицированные клетки содержали 
не более 10% ДНК незараженных родительских клеток. Можно ли в связи 
с этими результатами ответить на следующие вопросы: 1) какая часть 
генома необходима для поддержания целостности клеток и их реплика- 
ции? 2) какова степень полинемности хромосом? 

40.11. При каких условиях могут клетки использовать однонитчатую 


ДНК в качестве матрицы для синтеза белка? 
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Глава 41 


РЕГУЛЯЦИЯ ДЕЙСТВИЯ ГЕНА — РОСТ, 
ДИФФЕРЕНЦИРОВКА И РАЗВИТИЕ 


В шести предыдущих главах рассматривались вопросы регуляции синте- 
за гена и его действия. Цель настоящей главы — показать, как те гене- 
тические системы, о которых уже говорилось раньше, участвуют (или могут 
участвовать) в регуляции роста, дифференцировки и развития. 


МОРФОГЕНЕЗ ФАГА Т4 1 


Геном фага Т4 несет информацию для образования нескольких белков 
(см. главу 35). Некоторые генные мутации могут приводить к образова- 
нию измененных белков. Часть этих измененных белков функционирует 
в клетках хозяина, растущих при нормальной температуре (около 25° С), 
так же или почти так же хорошо, как и нормальные белки дикого типа. 
Однако они инактивируются в клетках, растущих при более высоких 
температурах (около 40° С). В случае оксиметилазы дезоксицитидиловой 
кислоты (дОМЦаза) было найдено два типа таких мутантов, чувствительных 
к температуре (#5) (рис. 35 —1 истр. 463-464). Хотя у обоих мутантов при 
низких температурах наблюдается снижение активности дОМЦазы по срав- 
нению с диким типом, они по-разному отвечают на повышение темпера- 
туры, при которой растут зараженные клетки хозяина. У одного из мутан- 
тов измененный фермент инактивируется вследствие тепловой денатура- 
ции в любой промежуток времени в процессе эклипсной фазы; у другого 
мутанта образующаяся измененная дОМЦаза инактивируется только в том 
случае, если сдвиг температуры происходит до конца первой трети эклинс- 
ного периода; фермент устойчив, если температура повышается позднее. 
Эти результаты позволяют предполагать, что первый тип фермента может 
денатурироваться теплом после того, как он синтезируется, а второй 
чувствителен к температуре только во время синтеза. 

Приблизительно для половины генов фага найдены {5-мутанты, 
являющиеся в действительности условно летальными. Эти гены были 
картированы, и их фенотипический эффект изучался на химическом, физио- 
логическом и морфологическом уровнях. Результаты  суммированы 
на рис. 26—4 (стр. 356). Мы видим, что кольцевой геном фага состоит из 
блоков, содержащих гены с общими функциями. Это следующие блоки: 





Мутанты Харахтеристика 


ро Синтез ДНК не может начаться 
РА Синтез ДНК начинается, но быстро прекра- 
щается 
рр Синтез ДНК заторможен 
Образуются частицы без нитей хвоста (в ос- 
«Нить хвоста»  тальном нормальные) 
Образуются частицы без головки (в лизатах 
«Головка» присутствуют свободные „хвосты“) 
«Хвост» Образуются частицы без „эХвостов“ или с 
неполноценными „хвостами 





нь 


1 Рас са основано главным образом на работах Р. С. Эдгара, 
м. о Л. Бойс и сотрудников (См. В. Ер\ет и др., 1964). 
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Эти результаты убедительно показывают, что гены в каждом блоке 
действуют в одно или почти в одно и то же время, а последовательность 
расположения различных блоков генов может отражать последователь- 
ность событий при репликации и созревании фага. По-видимому, 
локус тимидилатсинтетазы (стр. 463) составляет исключение (Е. Н. Э1топв 
а. [. Теззтап, 1963), так как он находится непосредственно в той же обла- 
сти, что и гены нити «хвоста», а не в районе ранних генов, как этого сле- 
довало бы ожидать. Поскольку общее число генов в фаге, по-видимому, 
значительно превышает число структурных белков и ферментов, необхо- 
димых для образования фаговой ДНК (глава 35), то предполагается, 
что многие гены, не участвующие в образовании фаговой ДНК или белка, 
тем не менее играют роль в процессе морфогенеза частицы фага. 


ГЕНЕТИКА РАЗВИТИЯ АМФИБИЙ 


Зиготное ядро оплодотворенной яйцеклетки лягушки можно удалить, 
пользуясь методами микрохирургии !. Клетка без ядра не может нормаль- 
но существовать, не может расти, делиться и дифференцироваться; 
поскольку у нее отсутствуют химические реакции, обеспечивающие эти 
функции, она в конце концов дегенерирует. Метаболическая неполно- 
ценность клетки вызвана удалением ядра, а не самой операцией. Об этом 
свидетельствует тот факт, что зигота ведет себя нормально, если ее про- 
оперировать, но ядро оставить. Однако, еще более важно, что пересадка 
с помощью второй операции того же самого или подобного ядра восста- 
навливает жизнеспособность зиготы. Ядра, взятые на стадии бластулы, 
гаструлы и более поздних эмбриологических стадиях, можно пересадить 
в безъядерные зиготы. Такие эксперименты показывают, что чем позднее 
стадия, на которой находится пересаживаемое ядро, тем сильнее развитие 
отклоняется от нормы. Следовательно, ядра в процессе эмбриогенеза 
постепенно теряют способность обеспечивать полное, нормальное развитие. 

Ядра одного вида лягушек можно пересадить в цитоплазму другого 
вида. Ядра Вапа ррепз, которые размножались в цитоплазме яйцекле- 
ток В. зуУ/тайса, уже не могут обеспечивать гаструляции, если их пере- 
садить обратно в цитоплазму яйцеклеток своего вида. Поскольку такая 
ограниченность ядерных потенций сохраняется при повторных переносах 
в безъядерную цитоплазму яиц (Г. Мооге, 1960), то мы можем сделать 
заключение, что функция хромосом может необратимо изменяться под 
действием цитоплазматических факторов (стр. 498). 

Если ввести в зиготы небольшие количества разных белковых фрак- 
ций (альбумина или гистона), полученных из клеток печени взрослых 
лягушек тех же видов, то деление клеток прекращается и развитие оста- 
навливается на стадии бластулы (С. Магкегь а. Н. Отзргипе, 1963). 
Приблизительно в это же время, на.стадии бластулы, хромосомы оказы- 
ваются необходимыми для дальнейшего развития. Хотя новые цитоплаз- 
матические рибосомы появляются только на поздних этапах стадии хво- 
стовой почки, а образование новой РНК, по данным Д. Броуна и И. Касто- 
на, впервые обнаруживается на стадии гаструлы, синтез белка (с помощью 
информационной РНК и рибосом, синтезированных до оплодотворения) 
начинается сразу же после оплодотворения. 


ДИФФЕРЕНЦИРОВКА И ТРАНСКРИПЦИЯ 


Сходство и различие нуклеиновых кислот в разны 
оценить по образованию двунитчатых структур, 
нитчатой ДНК или РНК и однонитчатой ДНК, 


х тканях мыши можно 
возникающих из одно- 
заключенных в агар. 


т Излагается на основании работ Р. Бриггса и Дж. Кинга. 




















Изучая конкуренцию между мечеными (радиоактивными) и немечеными 
(нерадиоактивными) молекулами, не удается показать разницы в поли- 
нуклеотидных последовательностях ДНК. Это наблюдение дает дополни- 
тельное доказательство в пользу того, что во всех соматических клетках 
содержится одинаковое количество ДНК. С другой стороны, обнаружи- 
ваются большие различия в популяциях молекул быстро синтезирующейся 
РНК, выделенной из разных органов. Этого и можно было ожидать, если 
предположить, что дифференцировка разных тканей связана © образова- 
нием разных типов молекул информационной РНК (В. Ме Саму а. 
В. Ноуег, 1964). Результаты других опытов по гибридизации РНК с ДНК 
показывают, что информационные РНК, соответствующие трем разным 
фазам роста Вас Шиз зибЁИз, образуются на разных локусах (В. Оо! 
а. В. [оагаз№!, 1964); эти данные подтверждают представление о 
том, что в процессе морфогенеза идет транскрипция разных участков 
генома. 


ГЕНЕТИЧЕСКАЯ РЕГУЛЯЦИЯ МИТОЗА 


Примеры нарушения генетического контроля в процессе деления ядра 
и клетки можно найти среди мутантов кукурузы и дрозофилы, у которых 
в митозе изменена форма веретена (стр. 396); аллели, определяющие ориен- 
тацию веретена в митозе, известны также у улитки. Если в процессе 
дробления веретено ориентируется одним способом, то у улитки образует- 
ся раковина, закрученная вправо; когда же оно ориентируется другим 
способом, то получается раковина, закрученная влево. Однако сейчас мы 
ограничимся рассмотрением биохимического контроля митоза и, в част- 
ности, генетической основы этого контроля. 

Микроспора лилий остается в интерфазе в течение нескольких недель. 
В этом случае активность тимидинкиназы возрастает к определенному 
времени и остается высокой в течение 24 часов. Это и другие наблюдения 
показывают (У. Нома а. Н. Эфеги, 1963; Н. Э4егп а. У. Нома, 1963), что 
тимидинкиназа присутствует в клетке не все время и образуется заново, 
обеспечивая репликацию ДНК перед митозом. Фермент распадается 
или инактивируется после того, как его функция заканчивается. Такая 
система с циклическими изменениями активности сходна © системами 
индуцированного синтеза ферментов У бактерий (стр. 471). Если бы уда- 
лось показать, что такая система регуляции является типичной, это озна- 
чало бы, что многие процессы, идущие в интерфазе и в митозе, связаны 
с действием гена, активность которого регулируется циклически. Однако 
напомним (стр. 498), что в течение одной клеточной генерации далеко 
не все тены изменяют свою активность циклически. 


РЕГУЛЯЦИЯ РОСТА И ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 
ПОСЛЕ ЗАРАЖЕНИЯ ВИРУСОМ 


С помощью информационной РНК, образующейся при участии фагового 
тенома, фаги могут регулировать, по крайней мере частично, рост и диф- 
ференцировку клеток бактерии-хозяина. В клетках, инфицированных 
вирулентными Т-четными фагами, материал, используемый для синтеза 
ДНК и белка хозяина, теперь идет на построение вирусных ДНК и белка. 
Умеренные фаги и различные эписомы также включают или выключают 
некоторые гены хозяина, в результате чего изменяется рост клетки и (или) 
ев дифференцировка- Опухолеродные вирусы _ (вирус полиомы и БУ\У4ло) 
могут вызывать наследственные изменения свойств фибробластов мыши, 
растущих в культуре. После заражения вирусом проявляются некоторые 
латентные свойства клеток. Например, В зараженных клетках восстанав- 
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ливается способность синтезировать коллаген, подавленная в незаражен- 
ных клетках. Поэтому мы можем предположить, что в зараженных ви- 
русом клетках некоторые репрессированные тены снова начинают 
действовать и что природа наблюдаемых клеточных трансформаций носит 
функциональный, а не мутационный характер (№. ЗиеоКа а. Т. Капо- 
биеока, 1964; (+. Тодаго, Н. Стееп а. В. Со]@Ъега, 1964). 


ГИБРИДИЗАЦИЯ СОМАТИЧЕСКИХ КЛЕТОК 


В культурах клеток, а иногда и 1 у!у0, одноядерные клетки, заражен- 
ные вирусом (кори, ветряной оспы, герпеса и некоторыми миксовиру- 
сами), могут сливаться с незараженными клетками, образуя гигантские 
многоядерные клетки, которые содержат тысячи ядер. Этот процесс назы- 
вают поликариоцитозом. Считается, что слияние клеток связано с ивме- 
нением их поверхности после заражения вирусом. В поликариоцитах 
ядра образуют общий сгусток (В. Вошшап, 1962). 

В некоторых штаммах клеточных культур изткани мышей хромосомы 
обладают характерными морфологическими особенностями. Если смешать 
несколько таких линий и выращивать их вместе, то наблюдается образо- 
вание одноядерных гибридных клеток, число хромосом которых вначале 
равно примерно сумме чисел хромосом в двух родительских линиях. 
В этих клетках находятся хромосомы, морфология которых характерна 
как для одной, так и для другой линии (В. ЕрЬгизз! а. $. бомеш, 1962). 
Через несколько месяцев в клонах этих гибридных клеток наблюдается 
Уменьшение числа хромосом, вероятно, в результате нерасхождения. 
Неизвестно, какова частота гибридизации соматических клеток у млеко- 
питающих 11 у1уо. Однако один такой случай был описан У телят (У. 8%- 
пе, 7. Емедтап а. А. Егер, 1964; Н. Нагз а. [. УаН1щз, 1965). В этом 
случае у каждого из двух близнецов имел место мозаицизм эритроци- 
тов, так как они оба обладали тканями, которые различались генети- 
чески и продуцировали кровяные клетки с разными антигенными 
свойствами. В 3-летнем возрасте у одного из близнецов 40% клеток крови 
обладало его собственным генотипом, а 90% клеток крови имели генотип 
другого близнеца. Однако в возрасте 8 лет этот близнец имел три типа клеток 
крови: два «родительских» типа, на каждый из которых приходилось 
по 2%, и один «гибридный» тип, в который входило 96% всей популяции 
клеток. 

Известно, что у нитчатых грибов, АзрегеШиз и Реше ит, происходит 
гибридизация соматических клеток (С. Рощесогуо, 1958). Эта парасек- 
суальность проявляется в образовании диплоидных ядер в результате 
редких, возможно случайных слияний ядер многоклеточного мицелия. 
содержащего гаплоидные ядра. Образовавшиеся диплоидные ядра размно- 
жаются бок о бок с гаплоидными ядрами, и во время митова в результате 
перекреста и (или) нерасхождения происходит потеря хромосом или «рас- 
щепление». 

Дальнейшее изучение гибридизации соматически 
щего расщепления хромосом может дать ценные све 
ференцировки. 


х клеток и последую- 
дения о процессе диф- 


РНК И АНТИТЕЛА. 
Образование антител у крыс включает след 


1964). Молодые плазмабласты, которые деля ; - 
10 часов, содержат свободно плаваю 


эндоплазматическую сеть. После контакта с антигенами эти кле ны 
нают с большой скоростью синтезировать рибосомы и мРНК ы=«- > о 
‚ 
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е. 
быстро образуется эндоплазматическая сеть. Каждый плазмабласт делится 


последовательно примерно 9 раз (каждое последующее деление длится 
дольше предыдущего), образуя клон зрелых плазматических клеток, 
не способных делиться. Если плазмабласты образуют большое количе- 
ство разных белков (главным образом структурных белков и ферментов) 
и РНК, то в зрелых плазматических клетках синтезируется в основном 
белок, 90—95% которого составляют антитела. Ядро плазматической 
клетки сжимается и уплотняется, а ядрышки исчезают. 

Первые молекулы антител, образовавшиеся в данной клетке, имеют 
молекулярный вес около миллиона (195); позднее образуются более мел- 
кие молекулы, с молекулярным весом 160 000 (75). Мелкие антитела — 
это \-глобулины с константой седиментации 75. Они представлены тетра- 
мерами, содержащими две идентичные В-цепи с молекулярным весом 
20 000 и две идентичные А-цепи с молекулярным весом 50 000—60 000. 
За редким исключением каждая клетка образует антитела одного типа; 
плазматическая клетка лимфатических узлов синтезирует разные анти- 
тела. Неизвестно, каким образом антитела освобождаются из клетки, 
для того чтобы нейтрализовать антиген. Поскольку антиген не входит 
в клетку, образующую антитело (или входит, но в очень небольших коли- 
чествах), то можно предположить, что простого контакта его с поверх- 
ностью клетки достаточно для того, чтобы клетка начала синтезировать 
антитела. Сейчас еще слишком рано говорить о том, какую непосред- 


ственно роль играют антиген и генотип в образовании специфических 
антител. 


РНК ПРИ ДИФФЕРЕНЦИРОВКЕ И ОБУЧЕНИИ 


Введение РНК или компонентов, содержащих РНК, в растущую клетку 
может вызвать изменения, подобные тем, которые происходят в клетке 
при развитии. Несмотря на то что клетки асцитной опухоли мыши 
Ш УЙто не образуют сывороточного альбумина, они начинают синтези- 
ровать этот белок после инкубации с РНК, выделенной из нормальной 
печени мыши или теленка. С помощью РНК можно индуцировать в не- 
скольких линиях раковых клеток синтез таких ферментов, как трипто- 
фанпирролаза и глюкозо-б-фосфатаза (М. М, С. Сог4оуа, Г. Ма 
а. С. Вад Ш, 1962; А. Еуапз, 1964). Специфичность белка, синтезируемого 
клеткой-реципиентом, близка или идентична специфичности белка той 
клетки, из которой была получена РНК. По-видимому, часть введенной 
РНК по крайней мере в течение часа функционирует как информацион- 
ная РНК. # о 

Если реакция на внешние воздействия не сводится к обучению, то 
в нейронах крысы может увеличиться количество ядерной РНК, но состав 
ее не меняется. Однако, если крыс начинают обучать, то не только уве- 
личивается количество ядерной РНК, но также возрастает отношение 
А: У, а содержание Ц падает. Содержание и состав РНК в отдельных 
нейронах коры головного мозга можно изучать У крыс, которых застав- 
ляют доставать корм левой лапой, если они раньше пользовались праной, 

нейронах, участвующих в обучении, не мени увеличивается ол у 
жание РНК, но и возрастает отношение цу, а отношение ду 
падает по сравнению с контрольными нейронами, ВАО д о 
латеральной части коры головного мозга. Одно из за ОНА я орако 
системы паркинсонизм, приводит к сильным изменениям в с0 Ня ЪНК 
нервной’ ткани; в некоторых случаях вмешательство в сек О тя 
в мозговой ткани нарушает процесс рт крыс. Эти РЕ т ии 
тельно показывают, что обучение связано с о рааАяинм рмац. 
ной РНК (Н. Нудеп а. Е. ЕсуВал, 1963, 1964). 
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Синтез РНК и белка можно стимулировать эстрогенами (в ткани 
матки); тестостероном (в предстательной железе); гормоном цветения, 
по-видимому, представляющим собой стерол (в бутонах). Гормон цветения 
также снижает отношение гистон: ДНК. Это дает основание предпола- 
гать, что стероиды удаляют гистон из хроматина (7. Воппег а. Р. Тз’ 
на стр. 510; Т. Наш оп, 1964). В бесклеточной системе, приготовленной 
из печени крысы, низкие концентрации тироксина стимулируют вклю- 
чение аминокислот в белок. Этот эффект зависит от присутствия мито- 
хондрий и окисляемого субстрата и не зависит от РНК-полимеразы и син- 
теза мРНК; по-видимому, влияние тироксина проявляется на стадии 
переноса аминокислоты с аминоацил-ТРНК на рибосомы, синтезирующие 
белок (1.. Зоко]ой, С. Егапс1з а. Р. СашрЬеЦ, 4964). 


ДИФФЕРЕНЦИРОВКА У ПАРАМЕЦИЙ 


Парамеция обычно представляет собой одноклеточное животное (синглет), 
однако встречаются и двойные особи (дублеты) (Т. Бопперогп, 4963, 
1964). Синглетный и дублетные типы очень хорошо воспроизводятся 
в последующих поколениях. Дублет может также конъюгировать с двумя 
синглетами, и каждый синглетный эксконъюгант закономерно дает клон 
синглетов, а дублетный эксконъюгант — клон дублетов. Различие между 
синглетами и дублетами не определяется генами микронуклеуса, так как 
эксконъюганты в этом отношении идентичны. Тот же фенотип получается 
даже в том случае, когда цитоплазматический мостик сохраняется доста- 
точно долго, чтобы мог произойти обмен цитоплазмой. Следовательно, 
различие между дублетом и синглетом не обусловлено каким-либо цито- 
плазматическим компонентом, который может свободно мигрировать. 
Другие данные, по-видимому, исключают и возможность того, что здесь 
может играть роль макронуклеус. Единственный компонент клетки, 
который мог бы определять эти свойства, — это кортекс — неподвижный 
наружный слой эктоплазмы, толщиной 0,5 мк. 

В одном опыте после образования цитоплазматического мостика между 
синглетом и дублетом был обнаружен редкий свободный синглетный 
эксконъюгант, несущий лишние участки кортекса. У дублетного эксконъю- 
ганта была заметна соответственно брешь в кортексе. Позднее у синглета 
этот лишний участок кортекса распластывается, а после деления одна 
из двух дочерних клеток дает клон с фенотипом, промежуточным между 
синглетным и дублетным. Такая естественная пересадка только очень 
небольшой части орального участка приводит к возникновению линии, 
обладающей вторым целым оральным сегментом, включая наружное пред- 
дверие, рот и глотку. Другие исследования показывают, что получаемые 
в опыте различные изменения кортикальной организации сохраняются 
в процессе деления клетки, а некоторые видимые кортикальные струк- 
туры, если они изначально отсутствовали, не могут возникнуть 4 
позо. 

Перечисленные факты подтверждают важную роль ко 
ренцировке. Однако кортекс не является здесь сове 
так как известно, что некоторые ядерные гены оп 
тикальные структуры или их морфогенез. Как уже отмечалось, неболь- 
шие добавочные кусочки кортекса МОГУТ ВЫЗЫВАТЬ в ном сильыно изме 
нения. Следовательно, природа и действие кортекса зависят не только 
от его собственного состава, но и от ядерных генов и их продук Е 
же и от общего метаболизма клетки. Следует отметить, чте Ууктов, а так: 
эритроцитов человека была обнаружена двунитчатая ДНК и 
а. О. 2емегау1з6, 1964). Эта ДНК имеет молекулярный о а 
содержание Г -- Ц составляет в ней приблизительно 39—42%. Ее одно. 


516 


ртекса в диффе- 
ршенно автономным, 
ределяют видимые кор- 
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А+Т 
родность (а также возможно и высокое отношение ТЦ) позволяет 


считать, что это не просто случайно адсорбированная ДНК. В настоящее 
время можно только в общих словах, в основном умозрительно описы- 
вать функцию кортекса. «Значительно более трудная задача будущего 
заключается в определении молекулярной природы важнейших структур, 
градиентов и систем, отвечающих на различные воздействия, а также 
в выяснении того, каким образом специфическое всасывание, ориентация 
и активация мигрирующих молекул приводят к зримому морфогенезу 


и стабильной клеточной организации, определяемой генетячески» 
(Т. М. боппефоги, 1963). 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Синтез зрелых частиц в потомстве фага Т4 регулируется генами вируса- 
родителя, которые действуют одновременно или почти одновременно. 
Эти гены на кольцевой карте сцепления располагаются в последователь- 
ности, отражающей последовательные стадии морфогенеза фага. 

Генетические и молекулярные основы дифференцировки и развития 
раскрываются в опытах по пересадке ядер, при изучении гибридизации 
соматических клеток, взаимодействия антиген-антитело, а также в био- 
химических исследованиях эмбриогенеза. 

Исследования тимидинкиназы свидетельствуют о том, что митоз можно 
считать результатом циклического проявления действия гена. РНК 
со специфическим составом участвует внутри клетки в обучении, а также 
играет определенную роль в межклеточных взаимодействиях в процессе 
дифференцировки. Стероиды, по-видимому, участвуют в образовании 
РНК и в распределении гистонов. 

Опыты с парамециями указывают на важную роль кортекса в процес- 
сах дифференцировки, хотя химический механизм его влияния остается 
неизвестным. Эти опыты показывают, что морфогенез зависит как от гене- 
тического материала ядра, так и от протоплазмы и состояния обмена 
веществ. 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


44.1. Примените концепцию оперона к развитию фага Т4. 

441.2. Опыты © пересадками ядер, проведенные Бриггсом, Кингом 
и Муром, доказали, что в процессе развития иногда возникают необрати- 
мые изменения ядра. Можно ли такие изменения назвать мутациями? 
Объясните. 

41.3. У улитки Глтпеа ретевта в результате самооплодотворения 0со- 
бей чистой линии, у которых раковина закручена вправо (дексиотропно), 
или влево (леотропно), образуется потомство, в котором раковины у всех 
особей закручены так же, как у родителеи. Скрещивание дексиотропных 
самок с леотропными самцами дает целиком дексиотропное Е., от кото- 
рого в результате самооплодотворения образуется также целиком дек- 
сиотропное Е,. Однако после самооплодотворения 3/Е, дают дексиотроп- 
ное Е;, а 1/. Е, — леотропное Е;. При реципрокном скрещивании дек- 
спотропных самцов с леотропными самками все потомство Е является 
леотропным. Е; дает Е. и Ёз, фенотипически сходные с Ё1. Дайте генети- 
ческое объяснение этим результатам. Участвуют ли здесь цитоплазмати- 
ческие гены? Объясните. 

41.4. Т. Ямада обнаружил, что ткань, способная образовывать экто- 
дерму, после выделения и культивирования в стандартной среде п Уйто 
Дает только клетки эпидермиса, но после добавления в среду белковой 
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ы 
фракции костного мозга образует мезодермальные ткани. Как Вы можете 


расценить эти результаты? 

41.5. Почему при росте ш уЙто хондроциты хряща позвоночника 

едифференцируются? 

ь ие еь обоснование следующего утверждения Эберта (1963): 
«Главный вопрос, лежащий в основе современной эмбриологии, заклю- 
чается в изучении генетики развития. Во второй половине ХХ столетия 
молекулярная эмбриология становится четким логическим продолжением 
молекулярной генетики». 

41.7. Какие выводы Вы можете сделать на основании следующих дан- 
ных, касающихся распространения синдрома Дауна в одном из районов 
Австралии: сфера распространения синдрома варьирует год от года, 
вспышки наблюдаются приблизительно каждые 5 лет; около 40% случаев 
приходится на определенные географические районы, а именно заболе- 
вание чаще встречается в городских районах, чем в сельских. 
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Глава 42 


ПРОИСХОЖДЕНИЕ И ЭВОЛЮЦИЯ 
ГЕНЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА 


При рассмотрении природы генов и их действия не был затронут вопрос 
о происхождении и эволюции генетического материала. Прежде чем 
перейти к этому вопросу, следует снова рассмотреть природу известных 
сейчас типов генетического материала — ДНК и РНК. 

Репликация нуклеиновых кислот обоих типов осуществляется с по- 
мощью однонитчатого или двунитчатого полинуклеотида, служащего мат- 
рицей для комплементарных мономеров, которые затем соединяются, 
образуя комплементарные полинуклеотиды. Свойства нуклеиновой кисло- 
ты, ответственные за матричную функцию, должны определять специфи- 
ческую физическую конфигурацию линейно расположенных мономеров, 
а также специфический характер распределения электрических зарядов. 
Функция полинуклеотидной цепи как матрицы при образовании компле- 
ментарной цепи представляется относительно пассивной; активным про- 
цессом следует считать действие высоко специфической полимеразы 
или синтетазы нуклеиновой кислоты. Поскольку нить нуклеиновой кис- 
лоты, служащая матрицей, в основном пассивна, то не удивительно, что 
нуклеиновая кислота может использоваться разными ферментами в каче- 
стве матрицы, если исходные строительные блоки, собранные на матрице, 
имеют соответствующие физические и электрические свойства. Известны 
примеры, когда нуклеиновые кислоты используются в качестве матрицы 
для синтеза некомплементарных полимеров: зависящая от ДНК РНК-по- 
лимераза образует РНК на ДНК, а РНК может быть ш у1у0 и ш Уво 
матрицей для синтеза ДНК. Остается неясным, служит ли нуклеиновая 
кислота матрицей для нуклеотидов, не содержащихся в ДНК и РНК, 
а также для других веществ. (Отметим, что в нуклеопротеидах связь 
основных белков с нуклеиновыми кислотами может обеспечиваться, 
по крайней мере частично, матричным механизмом.) Поэтому наиболее 
простая и всеобъемлющая рабочая гипотеза предполагает, что все функ- 
циональные свойства гена зависят от линейной последовательности нук- 
леотидов и от того, каким образом разные вещества и ферменты исполь- 
зуют этот полинуклеотид как матрицу; другими словами, матричная 
функция — это единственная функция генетического материала. 

Процесс самовоспроизведения нуклеиновой кислоты, очевидно, не укла- 
дывается в одну стадию; по-видимому, две репликации необходимы для 
того, чтобы данная нить удвоилась. Первая репликация дает комплемен- 
тарную нить; вторая репликация образует копию первой нити. Такое 
представление о способе самовоспроизведения нуклеиновой кислоты 
можно считать оправданным по следующим причинам: 

1) самовоспроизведение однонитчатых вирусных ДНК и РНК следует 
считать двухступенчатым процессом; 

2) двунитчатая нуклеиновая кислота может об, 
тельное или исключительное образование только о 
ных нитей; 

3) одна из двух нитей двойной спирали может быть дефектной (мутант- 
ной) и неспособной, по крайней мере в некоторых местах, к репликации 
и самовоспроизведению; тем не менее, нормальная, комплементарная ей 
цепь может осуществлять обе функции. 


еспечивать предпочти- 
дной из комплементар- 
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Следовательно, теперь мы можем определить генетический материал 
как некую матрицу, функционирование которой приводит в конце концов 
в ее самовоспроизведению и которая или сохранила эту способность после 
мутации, или же является мутантной матрицей, обладающей этой спо- 
собностью. Мы можем также рассматривать в качестве генетического 
материала любое вещество, которое дает такие же фенотипические эффек- 
ты, Как уже известный генетический материал. 

Можно ли чистую ДНК ш Уго считать генетическим материалом? 
При первоначальном рассмотрении опознание генетического материала 
зависело от его присутствия в организмах и от фенотипического эффекта, 
которым он обладал; теперь мы можем обойтись без этих требований. 
Чистую вирусную ДНК в пробирке для опыта можно было бы считать 
тенетическим материалом, хотя она находится вне организма, и не реком- 
бинирует, не мутирует, не реплицируется и не участвует в образовании 
фенотипа. Это утверждение основывается на том, что такая ДНК может 
обладать генетическими свойствами после введения в организм. ДНК, 
синтезированная ш УЙто, физически и химически почти идентична хромо- 
сомной ДНК. Эта ДНК способна: 

1) к воспроизведению самой себя и некоторых собственных разновид- 
ностей; 

2) к разделению цепей и рекомбинации; 

3) к созданию определенного фенотипического эффекта в результате 
тенетической трансформации. 

Поэтому мы можем заключить, что синтезированная ш Ухо ДНК 
также удовлетворяет требованиям, предъявляемым данным выше опреде- 
лением генетического материала. 

Самый простой биологический синтез ДНК или РНК требует присут- 
слвия нуклеозидтрифосфатов, фермента (ДНК-полимеразы или РНК-син- 
тетазы) и воды, содержащей при соответствующем РН ионы, необходимые 
для активации фермента. Маловероятно, чтобы впервые возникший гене- 
тический материал обладал этими многочисленными и специфическими 
требованиями, необходимыми для репликации. Можно предположить, что 
впервые возникший в процессе эволюции и успешно работающий генети- 
ческий материал был ближе к РНК, чем к ДНК. Правда, ДНК (благода- 
ря отсутствию О в положении 2’) как матрица стабильнее РНК; однако 
именно полирибонуклеотид типа РНК (ТРНК) служит переносчиком 
аминокислот. Эта способность переносить аминокислоты могла привести 
к синтезу полимераз, необходимых для быстрого синтеза гена, и к синтезу 
других белков (включая ферменты), которые стабилизируют и сохраняют 
химическую целостность генетического материала. 

Предшествующие рассуждения приводят к постановке вопроса о про- 
исхождении генетического материала на Земле. Существовали ли нуклеи- 
новые кислоты и белки на ранних стадиях генетической эволюции? Соот- 
ветствует ли появление этих веществ на ранних стадиях эволюции нашим 
знаниям о ходе химической эволюции на Земле? 


ЭРЫ ХИМИЧЕСКОЙ ЭВОЛЮЦИИ ы 


Эра Г. Теперь мы знаем, что на ранней предбиологической стадии около 
четырех миллиардов лет тому назад атмосфера Земли обладала вос- 
станавливающими свойствами и была богата водой, водородом, метаном 
и аммиаком, но содержала мало кислорода и углекислого газа. В лабора- 
тории удается получить большое число простых радикалов и органиче- 
ских молекул, воздействуя на смеси этих и подобных им веществ следую- 
щими источниками энергии: электрические разряды, солнечный и ультра- 


РЕНА ем 


`Г, Гаффрон. В ки. «Горизонты биохимии», 1962. 
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фиолетовый свет, радиоволны сверхвысокой частоты, ультразвук, тепло, 


электроны высоких энергий, рентгеновы лучи и протонное излучение. 
Более того, летящий в газе или жидкости снаряд может вызвать образова- 
ние большого числа сложных химических соединений; очень вероятно, 
что в предбиологическую эпоху метеориты также индуцировали хемо- 
синтез (А. Носвзыш, 1963). Следующие соединения можно синтезировать 
экспериментально в «первобытной» атмосфере: аланин, глицин, глутами- 
новую кислоту, аспарагиновую кислоту, уксусную кислоту, муравьиную 
кислоту, пропионовую кислоту, молочную кислоту, янтарную кислоту, 
некоторые жирные кислоты, мочевину, некоторые сахара, фосфорную 
кислоту, аденин и урацил. Хотя мы все еще не можем определить, какие 
источники энергии первоначально участвовали в таком синтезе, нет сомне- 
ний в том, что синтез и накопление самых разнообразных органических 
молекул происходили тогда в океанах с образованием «органического 
супа». В течение этой эры, продолжительность которой не установлена, 
большая часть свободного водорода исчезла из земной атмосферы. 

Эра 11. Атмосфера по-прежнему обладала восстанавливающими свой- 
ствами, но содержала только следы свободного кислорода. В течение этой 
эры, как и в течение эры ТГ, в хемосинтезе первоначально участвовали 
те же источники энергии. Как только следы кислорода попадали в атмо- 
сферу, ультрафиолетовые лучи Солнца превращали его в озон. Озон 
поглощает ультрафиолетовый свет; поэтому слой озона в атмосфере дей- 
ствовал как покрывало, так что основная хемосинтетическая энергия 
Солнца складывалась из энергии видимого света и тепловой энергии. 

Сравнительная биохимия показывает, что в состав всех ныне суще- 
ствующих высших растений и животных, бактерий и многих вирусов 
входят примерно одни и те же аминокислоты числом около 20. Белок 
и нуклеиновая кислота оказались, по-видимому, наиболее стойкими хими- 
ческими соединениями на Земле, существуя уже более миллиарда лет. 
При нагревании в присутствии избытка аспарагиновой и глутаминовой 
кислот, при температуре не более 200°С (5. Кох, 1960, 1964) аминокис- 
лоты в безводной среде могут полимеризоваться в протеиноиды — поли- 
меры, состоящие из связанных пептидной связью всех (или большей 
части) аминокислот, встречающихся в белках. Протеиноиды представляют 
собой линейные полимеры с молекулярным весом до 10 000. Они обладают 
слабой каталитической активностью и большей частью неотличимы от 
естественных белков или полипептидов такого же размера. Протеиноиды 
не обладают антигенными свойствами. В горячей воде они могут образо- 
вывать сферы около 2 мк диаметром. Эти сферы набухают или сжимаются 
в среде при изменении концентрации хлористого натрия, напоминая 
объекты, обладающие осмотическими свойствами. Иногда в таких микро- 
сферах происходит процесс, сходный с делением, и на электронных мик- 
рофотографиях можно видеть двуслойную наружную мембрану.С помощью 
нагревания аминокислот в безводной среде могут быть получены их гомо- 
полимеры и сополимеры. 

Основываясь на этих данных и высказанных выше соображениях 
можно предполагать, что в течение эры И были синтезированы сложные 
органические вещества: полипептиды, нуклеотиды, каротины, полифосфа- 
ты, пигменты и порфирины. Предполагается также, что адсорбция а 
вобытный катализ происходили на полипептидах или на по и пер- 
различных глин. верхности 

Эра 11. Предполагается, что в эту эру существовали 
анаэробные условия, а в атмосфере были только следы свобо восновном 
рода и углекислого газа. Считается, что в течение этого перио дного кисло- 
ностях больших органических молекул эволюционировали = НазцоВОрЕЯ 
пиры касается специфического катализа и фотохимичесвия ние 
сов). На последней стадии эволюции в течение этой эры возникли ыы 
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примитивные ферменты и гены, что привело к образованию первого орга- 
низма. 

Некоторые последние исследования и предположения (А. Рич в кн. 
«Горизонты биохимии», 1962) могут пролить свет на вопросы, касающиеся 
эволюции и взаимосвязи полинуклеотидов и белков. Как уже отмечалось, 
белки и мононуклеотиды, по-видимому, уже присутствовали в начале 
эры ПТ. В присутствии обезвоживающих агентов происходило удаление 
воды, и нуклеотиды соединялись с образованием полинуклеотидов, моле- 
кулярный вес которых достигал 50 000. Заметьте, что такой полимер обра- 
зуется без участия фермента. Скорость такого неферментативного синтеза 
полиуридиловой кислоты увеличивается более чем в 10 раз в присутствии 
полиадениловой кислоты (С. ЗеВтатш, Н. СтбёзеЬ, УУ. РоПтапп, 1964). 
Это позволяет предполагать, что последний гомополимер может служить 
матрицей в процессе неферментативного синтеза первого гомополимера. 
Предложена гипотетическая схема образования ДНК в результате реак- 
ций глицеринового альдегида, уксусного альдегида, аммиака, щавелево- 
уксусной кислоты, глицина и формильных группировок. 

Молекулярная эволюция ведет не только к усложнению, но и к стаби- 
лизации молекул. Следовательно, отдельные белковые и полинуклеотид- 
ные цепи могут соединяться с образованием более стабильного комплекса. 
(Мы знаем, что образование комплекса ДНК — гистон стабилизирует 
ДНК; двунитчатость и политенность также, по-видимому, стабилизируют 
эту нуклеиновую кислоту.) Образование комплекса белок — нуклеино- 
вая кислота не обязательно должно начинаться в результате взаимодей- 
ствия белка и полинуклеотида. Могли существовать единицы один нук- 
леотид — одна аминокислота, которые полимеризовались, образуя сначала 
полипептид, а потом полинуклеотид, или наоборот. Независимо от спо- 
соба образования комплекса нуклеиновая кислота — белок такой ком- 
плекс должен был уже содержать в себе примитивный код, с помощью 
которого нуклеотиды ш аминокислоты кодировали друг друга. Так как 
нуклеиновые кислоты дают более удобные матрицы для репликации, 
чем белки, то генетическим материалом стала нуклеиновая часть нуклео- 
иротеида. В результате химической эволюции число нуклеотидов, опреде- 
ляющих одну аминокислоту, увеличилось с одного до трех — до размера 
кодона наших дней. 

Даже если эволюция белков и полинуклеотидов шла некоторое время 
независимо, несомненно, что дальнейшая эволюция этих двух веществ 
тесно связана. Исходя из относительной химической инертности нуклеи- 
новых кислот, мы можем предположить, что первый основной результат 
их эволюции заключался в стабилизации огромного числа белковых 
молекул и ферментативных циклов, которые возникли в течение эры пт 
второй основной результат эволюции нуклеиновых кислот заключается 
в том, что белки стали воспроизводиться с помощью рибонуклеиновой 
кислоты. Другими словами, химическая эволюция представляется в основ- 
ном как эволюция белка, в процессе воторой нуклеиновые кислоты начали 
стабилизировать белки и стали матрицами для синтеза белка. Такая 
эволюция могла бы произойти, если бы нуклеиновые кислоты сначала 

образовались в среде, основным органическим компонентом которой 
был бы белок. В основные составляющие компоненты нуклеиновых кислот 
не входит сера (и многие другие элементы); поэтому нуклеиновые кислоты 
лишены той потребности в химической стабилизации, которая свойствев- 
на белкам. Дальнейшее увеличение стабилизации белков было достиг- 
НУто, вероятно, за счет того, что информация сохранилась уже в ДНЕ, 
анев РНК. Функции РНК становились все более и более узкими, сосре- 
Доточиваясь на процессе трансляции. После возникновения транскрип- 
Ции и трансляции, несомненно, стало выгодно увеличить скорость этих 
реакций с помощью ферментов, полимеризующих нуклеиновую кислоту. 
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Возникла необходимость защитить нуклеиновые кислоты от перекисей, 
образующихся в окружающей среде под действием радиации. Весьма 
вероятно, что нуклеиновые кислоты, которые кодировали каталазу, 
защищали нуклеиновую кислоту непосредственно, а синтез белка — 
косвенно. Химическую эволюцию (предбиологическую и биологическую} 
часто рассматривают, исходя из структуры и функции белков. Поэтому 
высказанное здесь мнение о том, что генетические нуклеиновые кислоты 
играли в эволюции меньшую роль, уже неоригинально и широко принято. 
Вспомогательная роль нуклеиновых кислот у ныне живущих организмов 
проявляется не только в том, что ГТФ необходим для синтеза белка, 
а АТФ для переноса энергии, но также и в том, что УТФ и ЦТФ исполь- 
зуются в транспорте мономеров и в синтезе углеводов и липидов (В. Еак а, 
1963). 

Существование тесной взаимосвязи между аминокислотами и генети- 
ческим материалом обязывает нас знать больше об эволюции всех типов 
органических соединений, особенно соединений, богатых энергией (напри- 
мер, АТФ), катализаторов (железосодержащих соединений) и веществ 
типа хлорофилла, способных улавливать энергию. 

Рассматривая вопрос о происхождении первого гена, надо помнить 
о том, что его «негенетический» предок должен был в какой-то степени 
обладать способностью к самовоспроизведению, но не мог воспроизво- 
дить ни одну из его мутантных форм. Получение сведений о негенетиче- 
ских системах, обладающих частью, но не всеми свойствами генетиче- 
ского материала, крайне необходимо и желательно. 

Субтенетические вещества могут существовать и в ныне живущих 
клетках. Некоторые содержащие ДНК компоненты цитоплазмы могут 
самовоспроизводиться. Сюда относятся хлоропласты, митохондрии, цент- 
риоли и кинетосомы. Если ДНК в этих структурах может мутировать. 
и после этого еще способна к самовоспроизведению, то ее можно рассмат- 
ривать как цитоплазматический или внеядерный генетический материал. 
Можно надеяться, что экспериментальное исследование этих органелл 
позволит раскрыть подробности их химического строения. Мы хотели бы 
знать гораздо больше о том, как синтезируются гены, состоящие из РНК; 
как РНК-метагон парамеции размножается в Платит; способна ли эта 
РНК к самовоспроизведению после мутации. Получив ответы на эти 
вопросы, можно было бы более плодотворно размышлять о природе как 
«тредгенетического», так и первозданного генетического материала. 

Эры ГУ и ТУ. Здесь условия окружающей среды вначале были, по-види- 
мому, в основном такими же, как и в течение эры 1. Однако позднее 
содержание в атмосфере углекислого газа увеличилось, затем уменьши- 
лось, и весьма сильно увеличилось содержание свободного кислорода. 
Мы еще не можем точно решить, какими путями шла химическая эволю- 
ция первого гена; однако мы располагаем некоторыми данными, относя- 
щимися к последующей истории генов в организмах. Ныне У свободно 
живущих организмов единственным тенетическим материалом служиг 
ДНК; это вещество обнаруживается У всех организмов: у одноклеточных 
и многоклеточных, у растений, животных и микроорганизмов, Мы не 
знаем, существовали ли когда-либо гены, не состоящие из ДНК или РНК 
Тем не менее, гены ‚ состоящие из ДНК, должны были иметь определенные 
преимущества при выживаемости организмов: ведь в конце концов именно 
они оставались главным генетическим материалом на протяжении при- 
мерно миллиарда лет, т. е. приблизительно с момента расхождения эво- 
люционных путей растений и животных. Вероятно, образование ин 
ных хромосом с теломерами и центромерами, а также возникновение 
специальных способов разделения дочерних и гомологичных хро 
(с помощью митоза и мейоза) можно расценивать как сове т ромосом 
способы функционирования ДНК, которая СУществовала ее Е новые 
время до того, как образовались растительное и животное аа 
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Эволюция должна была привести к способности транскрибировать 
только одну из двух комплементарных полинуклеотидных цепей, в резуль- 
тате чего могла возникнуть комплементарная РНК и вирусы с однонитча- 
тыми нуклеиновыми кислотами. Так мог возникнуть генетический код 
и аппарат трансляции. Организм должен был содержать какое-то коли- 
чество о и и. белков, которые регулировали бы генетическую 
активность; должны были также во и 
к зникнуть вещества, регулирующие 

У нас есть основания полагать, что происходила также эволюция 
генетической активности. Возможно, что на первозданной Земле до появ- 
ления первых организмов, содержащих гены, накапливались и сохраня- 
лись большие количества различных, более или менее сложных органи- 
ческих соединений. Поскольку же эти организмы использовали их в обмене 
веществ, то должен был происходить отбор мутантов, способных синте- 
зировать именно эти органические вещества из более простых органиче- 
ских или неорганических соединений (№. Ного\!#, 1945). Согласно этой 
гипотезе, естественный отбор способствовал накоплению мутантных генов, 
определяюцих синтез соединений, которых больше не было в окружающей 
среде. Независимость от окружающей среды должна была бы также уси- 
литься в результате физического сцепления генов, участвующих на разных 
последовательных стадиях данного биохимического процесса. Эта неза- 
висимость в конце концов должна была привести к отбору мутантных 
генов, функция которых заключалась бы не только в самовоспроизведе- 
нии, но и в регуляции функционирования других генов. Таким образом, 
кроме структурных генов, в процессе эволюции могли образоваться 
регуляторные гены — гены-операторы и гены-регуляторы, а также гены, 
необходимые для синтеза специфических основных белков, участвующих 
в регуляции спирализации, репликации и функционирования хромосом. 


КОСМИЧЕСКАЯ ХЕМОЭВОЛЮЦИЯ 


В поисках сведений, касающихся эволюции предгенетической (до появле- 
ния организмов) или постгенетической (после появления организмов), 
не следует ограничиваться нашей планетой. Возраст Вселенной исчисляет- 
ся примерно десятью миллиардами лет; Земля приблизительно вдвое 
моложе. Поскольку во Вселенной имеется бесконечное количество звезд 
(солнц) с планетами, то в ней должно находиться громадное число солнц 
такого же размера, как наше, а также планеты размером с Землю, нахо- 
дящиеся на сравнимых с Землею расстояниях от собственных солнц. 
Несомненно, что некоторые из этих планет могут быть моложе, а некото- 
рые старше, чем наша планета. Какова возможность того, что химическая 
и биологическая эволюция, сходная с нашей, идет и на других планетах? 
Ответ на этот вопрос зависит, конечно, от химического состава этих 
планет. 

Вселенная в основном состоит из водорода и гелия. (Как уже отмеча- 
лось, большая часть водорода Земли ушла из нашей атмосферы в течение 
Эры 1.) Во Вселенной очень много кислорода и азота, и она богаче, чем 
Земля, углеродом, который входит в состав органических соединений, 
сыгравших столь существенную роль в химической и биологической 
эволюции на Земле. Поэтому весьма вероятно, что во Вселенной есть 
много мест, где могла успешно начаться химическая эволюция, представ- 
ляющая интерес для биологов. Так как относительная бедность углеродом 
делает Землю не очень удачным местом для такой эволюции (которая 
тем не менее произошла), то тем больше оснований думать, что во Все- 
ленной есть множество планет на ранних стадиях биологической эволю- 
ции, а также планет, более старых, чем наша, на которых могут нахо- 
Диться более совершенные типы организмов. 
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Были получены данные, показавшие, что в кометах присутствуют 
такие органические радикалы, как СН, СМ, СС и СО, а на Марсе обна- 
ружены асимметрические органические молекулы. Астрономы сообщали 
также о сезонных изменениях в окраске и структуре поверхности Марса. 
Это дает веские основания для предположения, что на Марсе, у которого 
атмосфера более разреженная, чем на Земле, имеются заметные количе- 
ства органической материи, хотя мы еще не можем определить, существует 
ли она в форме живых организмов. 

Дальнейшие сведения относительно химии нашего Солнца и его планет 
будут несомненно получены с помощью телескопов, вращающихся высоко 
в атмосфере Земли или вне ее. Теперь в планы межпланетных исследова- 
ний входит посылка других приборов на разные планеты (или к этим 
планетам) нашей солнечной системы. Эти полеты могут быть использованы 
для выяснения точного химического состава соседних с нами планет 
и для поисков на них органических соединений, организмов, а также 
РНК и ДНК. Мы уже послали в космос радиосигналы с целью осуще- 
ствить связь с другими организмами, способными их принять и даже 
ответить на них. 

При любом космическом полете крайне важно избежать случайного 
переноса на другие планеты земных генотипов; если одна единственная 
бактерия, например клетка Ё. сой, будет помещена на планету © подхо- 
дящей средой, то ее потомство в течение 2 суток займет объем, равный 
объему Земли. Такой перенос был бы несомненно гибельным для всех 
будущих планов изучения эволюции органических соединений или каких- 
либо местных организмов. Чтобы гарантировать отсутствие такого загряз- 
нения, объекты, посылаемые за пределы нашей атмосферы, стерилизуются. 
Следует также помнить, что удар ракеты о планету может вызвать обра- 
зование органических веществ. 

Какие небесные объекты, которые могут быть изучены в ближайшем 
будущем, представляют интерес с точки зрения исследования предбиоло- 
гической эволюции и эволюции организмов? Мы уже упоминали Марс. 
Рассмотрим Венеру, поверхность которой не изучена и целиком закрыта 
непрозрачным слоем облаков, содержащим много углекислого газа и воды. 
Результаты приблизительных измерений температуры на Венере сильно 
варьируют (обычно считается, что ее поверхность сухая и горячая); мы 
можем предположить, что там уже появились органические соединения, 
даже если биологическая эволюция невозможна. Если после достаточно 
тщательного изучения Венеры мы захотим ее заселить, то прежде всего 
внесем в ее атмосферу какой-нибудь микроорганизм, содержащий хлоро- 
филл. Используя для роста и размножения большие количества атмосфер- 

ных компонентов, такой организм мог бы за короткое время коренным 
образом изменить климат Венеры. 

На Луне, нашем собственном спутнике, нет атмосферы; по-видимому, 
там нет и воды. Поэтому пока не приходится говорить о присутствии там 
жизни, сходной с жизнью на Земле. Однако Луна может оказаться столь 
же древней, каки Земля; до того как утратить атмосферу, она могла быть 
ареной органической и даже биологической эволюции. Поэтому было бы 
интересно изучить образцы с поверхности Луны и в особенности из ее 
более глубоко залегающих слоев. Высказывалось предположение, соглас- 
но которому Луна действует в качестве гравитационной ловушки для 
ископаемых спор, блуждающих в межпланетном пространстве. Межила- 
нетный перенос генов представляется неправдоподобным событием; тем 
не менее такая возможность слишком существенна для того, чтобы ее 
игнорировать при изучении и эксплуатации космоса. Исследования планет 
проводятся по многим причинам; к наиболее важным из них следовало бы 
отнести стремление получить сведения о химической эволю, б - 
люции ДНК иРНК, различных организмов и вооб; до ОРУВВЫ 

ще жизни любого типа. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


На Земле некогда произошла химическая эволюция. Этот процесс привел 
к образованию большей части веществ и синтетических циклов, обнару- 
живаемых у ныне живущих организмов, а также к образованию белков, 
полинуклеотидов и нуклеопротеидов. Последние соединения эволюциони- 
ровали до такой стадии, когда нуклеиновая кислота смогла воспроизво- 
дить самое себя, а также некоторые из своих модификаций, и стала, таким 
образом, генетическим материалом. На Земле химическая эволюция 
основывалась главным образом на эволюции белка, так как нуклеиновые 
кислоты обладают значительно меньшим химическим разнообразием; 
поэтому мы предполагаем, что эволюция нуклеиновых кислот (которая 
шла, по-видимому, от РНК к ДНК) была подчинена эволюции, направ- 
ленной главным образом на стабилизацию белка и его синтез. 

ДНК служит основным генетическим материалом на Земле уже в тече- 
ние примерно миллиарда лет. За это время ДНК и связанные с ней веще- 
ства подверглись структурной эволюции, которая привела к появлению 
хромосом, механизмов генетической рекомбинации и регуляции мутабиль- 
ности. По-видимому, гены подверглись также функциональной эволюции, 
которая заключалась в переходе от структурных генов (определяющих 
синтез и организацию негенетических веществ) к функциональным (регу- 
лирующим действие генов). 


ВОПРОСЫ ДЛЯ ОБСУЖДЕНИЯ 


42.1. Как Вы думаете, что раньше возникло в эволюции: гены или то, 
что мы называем «продуктом гена»? Объясните. 

42.2. Как Вы думаете, подвергся ли генетический материал биохи- 
мической эволюции? Структурной эволюции? Функциональной эволюции? 
Почему? 

42.3. Как Вы думаете, есть ли на других планетах «сверхчеловек»? 
Почему? 

42.4. Допускаете ли Вы, что в будущем нам непременно надо будет 
избегать загрязнений нашей планеты материалами с других планет точно 
так же, как мы теперь избегаем обратного? Почему? 

425 Как могла бы измениться среда на Венере, если бы в ее атмо- 
сферу были введены фотосинтезирующие организмы? 

42.6. Какие сведения Вы могли бы почерпнуть в результате высадки 
на Луне? На Марсе? На Венере? м 

42.7. Как Вы думаете, какими свойствами могли бы обладать гены 
с других планет? а Е. 

42.8. Следует ли считать белок тенетическим материалом? Дайте 
обоснованный ответ. 

42.9. Что Вы думаете теперь о предположении (высказавном настр. 18), 
согласно которому генетический материал возникает только в результате 
репликации предсуществующего генетического материала? 

42.10. Дайте определение тену и генетике. 
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ДОПОЛНЕНИЕ 


ЭЛЕМЕНТАРНЫЕ СВЕДЕНИЯ ПО БИОМЕТРИИ 


Т ВВЕДЕНИЕ: ЧАСТОТЫ И ПАРАМЕТРЫ 


В процессе исследования часто возникает потребность сделать из имею- 
щихся экспериментальных данных какие-либо генетические выводы. Если 
эти данные подвержены случайным изменениям, то для получения воз- 
можно более точного результата необходимо использовать идеи и технику 
биометрии. Поэтому мы рассмотрим здесь некоторые из основных принци- 
пов и методов, которые, по-видимому, могут быть полезны в генетических 
исследованиях. 
Мы будем называть выборкой результаты конечного числа измерений, 
в некоторой идеальной совокупности, состоящей из бесконечного числа 
измерений. В то время как измерения, относящиеся к некоторой конечной 
выборке, можно охарактеризовать частотой, результаты идеальной, бес- 
конечно большой совокупности измерений описываются параметрами. 
Различие между частотой и параметром можно проиллюстрировать с 
помощью монетки. Пусть наша идеальная совокупность состоит из ре- 
зультатов бесконечного числа подбрасываний монетки. Естественно ожи- 
дать, что в этой идеальной совокупности в 50% случаев выпадает герб, 
ав 50% случаев решка. Такую совокупность можно охарактеризовать 
с помощью параметра, или вероятности выпадения герба. Вероятность 
этого события записывается так: р = 0,5. Если сделать выборку из 
этой бесконечной совокупности, т. е. фактически подбросить монетку 
конечное число раз, то мы получим частоту выпадения герба по отношению 
к общему числу подбрасываний. 
Иногда желательно по данному параметру предсказать интервал 
частот, ожидаемых для некоторой выборки (рис. Д—1,4). В других 
случаях, наоборот, нужно уметь по задан- 
ной частоте определить интервал парамет- 
Параметры ров, которые при выборке могли привести 
сз луьовуюн рн КНаблюдаемой частоте (рис.Д—1,Б). Иногда 
а желательно определить вероятности (т. е. 
параметры) того, что в выборках, сделанных 
из некоторой идеальной совокупности, будут 
встречаться различные альтернативы (рис. 


—- 

22: 2.8 зо и 82 эп и 3. 

Величины, характеризу-н т и? 
ющие собокупнестлть 


РИС. Д-1. 


Биометрические процедуры, ко- 
торые будут обсуждаться в раз- 
деле «Дискретные переменные» 
(пояснения см. в тексте). 

п наблюдаемое; о — ожидаемое, 
Стрелки — направление предсказа- 
ний 
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Д—1,В). Может также возникнуть потреб- 
ность сравнить частоты, ожидаемые (0) для 
некоторой выборки и наблюдаемые в действи- 
тельности (н) (рис. Д—1Г). И, наконец, иног- 
да нужно, используя известный параметр, 
сравнивать (рис. Д—41Д) две группы стати- 
стических совокупностей (н4 и н2). В этой 
главе будут описаны методы, позволяющие 
ответить на все эти, а также некоторые 
другие вопросы. 

Герб или решка, черное или белое, гладкий 
или шероховатый, длинный или короткий—все 
такие альтернативы описываются дискретны- 





Заза ее 











ми переменными. Эти переменные можно просто занумеровать, поскольку 
во всех этих случаях возможные результаты распадаются на отдельные, 
легко различимые и разделимые классы. С другой стороны, такие призна- 
ки, как вес, высота, умственное развитие, описываются количественными, 
непрерывными, т. е. недискретными переменными. Эти два случая разли- 
чаются по числу альтернатив, возможных в каждом случае. В случае не- 
прерывных переменных существует бесконечное множество, а в случае 
дискретных переменных — лишь конечное число альтернатив. Различие 
исчезает, однако, если результаты упорядочены с помощью какой-либо 
шкалы. Например, число различных весов, промежуточных между весом 
толстого и худого человека, бесконечно. Тем не менее веса отсчитываются 
обычно по шкале, число возможных показаний которой ограничено. 
Другими словами, бесконечное множество возможных результатов всег- 
да можно подечитать или измерить конечным числом способов. Пока мы 
интересуемся только выборкой, единственное отличие между дискретны- 
ми и непрерывными результатами состоит в том, что в последнем случае 
число отсчетов, описывающих возможные результаты, гораздо больше. 
Для регистрации выборки, описывающей любую из этих групп результа- 
тов, необходимо использовать какое-либо измерительное устройство, будь 
то глаз, ухоит. п. (очень часто в сочетании с линейкой, фотоэлементом 
ит. д.). Сначала мы изучим связь между частотами и параметрами для 
дискретных результатов (небольшое число классов), а затем для непре- 
рывных результатов (большое число классов). 
Необходимо подчеркнуть, что точность вывода, полученного с помощью 
биометрических процедур, зависит от четырех важнейших факторов: 
1) воображения и гибкости исследователя; 
2) подходящих методов получения выборки; 
3) аккуратной регистрации выборки; 
4) правильного выбора и использования биометрических процедур. 
Нелепо думать, что хороший биометрический метод может улучшить 
плохие данные. Биометрический анализ становится тем более эффектив- 
ным, чем точнее соблюдаются при проведении эксперимента три первых 
условия. 


И. ДИСКРЕТНЫЕ ПЕРЕМЕННЫЕ 


А. Определение ожидаемого разброса частот 
по заданному параметру, 1 а 
зависящему от одной переменной (рие. Д—1,4) 


Очень часто гипотеза формулируется в терминах вероятности возникнове- 
ция данного события. Кроме того, часто желательно знать, какие резуль- 
таты получатся при проверке этой гипотезы. Так, например, здравый 
смысл подсказывает, что «беспристрастная» монетка, подброшенная 
беспристрастным образом, с равной вероятностью может упасть вверх 
гербом или решкой. Будем считать выпадение герба успехом. Мы можем 
тогда сформулировать гипотезу, что параметр р, ры а 
равен 50% или 0,5 от общего числа случаев, когда монет. пад. у 
плашмя. Заметьте, что в данном случае возможны только две альтерна. 
тивы — успех или неудача. Поскольку в 50% случаев следует веть 
неудачи, то вероятность неудачи равна 1 — р. Для м ыы 
можных результатов достаточно одной переменной — вероятное за 

ха. (Если бы мы бросали не монетку, а абсолютно ео. раль- 
ную кость, то в этом случае были бы возможны Е и равно 
вероятных результатов и соответственно потребовалось бы 5 переменных. 
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в этом случае 

Но если считать успехом только выпадение а можо Фрориуаы 

`б : й переменной, и м 

будет достаточно одной ре 
р о = 1/5.) Какие частоты следует ожидать, а ры 
ии симметричную монетку? Очевидно, те У р. 
ие от того, сколько «испытаний», т. е. подбрасываний, 
дено — одно, два или много. 


Ожидаемый разбор значений Г 


Обозначим число успехов через Х, ты и испытаний (величину вы- 
М№ и частоту успеха | 
я ря в м случае частота } нот, ИМ =. до 
брали много относительно больших выборок. Какие при м буду. 
ны значения ? Можно показать, что возможные значения 7 опре- 
Е 

деляются величиной уе Е =; р) ый 
нием р, или $р. Если величина М (р) (1 — р) цена т равна = ка 5% 
полученных значений | будут лежать между р — 1, 5р ир-{ 1,965,. 

Если бы кто-либо заявил, что значения } могут же только 
в этом 95% доверительном интервале, то он был бы прав в 95% И 
и неправ в 5% случаев. В примере с монеткой (р = 9,5), при № т й 
$р примерно равно 0,05 и следует ожидать, что в 95% случаев } т 
лежать в интервале 0,4—0,6. Если сделать много выборок с М = й 
то можно утверждать, что 95% всех 7] попадут в интервал 0,4—0,6. Для 
одной выборки с М = 100 утверждение, что ] будет лежать в интервале 
0,4—0,6, имело бы 95 шансов из 400 быть верным и 5 шансов — неверным. 

Но почему мы должны заранее смириться с тем, что в 5% оу заа 
(или вообще в скольких-нибудь процентах случаев) мы ошибаемся? 
Для того чтобы быть правыми на все 100%, нам пришлось бы допустить, 
что в 5% случаев ] может лежать вне 95% доверительного интервала. 
В рассмотренном выше примере это означало бы, что в 5% случаев 7 
может лежать всюду между 0 (ни одного успеха) и 0,4 и между 0,6 и 1,0 
(только успехи). 

Чтобы быть правым на 100% и иметь 100%-ную уверенность, пришлось 
бы предсказать, что { попадет в интервал 0—4. Однако, потребовав 100% 


‚ называемой квадратичным отклоне- 


РИС. Д-2. 





95%-ные доверительные интер- 
валы 

(1) для / на основе п 
зависящего от одной 
Чтобы определить 
интервал, найдите р 
ной оси. Затем двигай 
пересечения с двумя 
зывающими размер В] 
ции точек пересечен 
тальную ось дадут 
пределы для у; 
частоты у, 


араметра р, 
переменной. 
цоверительный 
на вертикаль- 
тесь вправо до 
кривыми, ука- 
ыборки. Проек- 
ия на горизон- 
доверительные 
(2) для Ф на основе 
зависящей от одной пере- 
тобы определить довери- 
‚ Найдите / на 











Шкала р 

















› Указывающими на размер 
. Проекции точек пересече- 


ЕЕ вертикальную ось 
дадут 
Ш Е доверительные п ел; 
ределы для р 
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правильности результатов, мы вообще лишились бы возможности отли- 
чить на практике различные р, поскольку в этом случае все другие зна- 
чения р также дадут для } ожидаемый интервал 0—1. Если же мы согла- 
симся ошибаться в 5% случаев, то интервал ожидаемых ] (при р = 0,5, 
\ = 100) можно уменьшить с (0—4) до (0,4—0,6). Дляр = 0,3 и М = 100 
в 95% случаев } будет примерно между 0,2 и 0,4. Таким образом, допуще- 
ние 5% вероятности ошибки позволяет получать различные статистиче- 
ские предсказания для разных значений р. В тенетике и биологии 95% 
доверительный интервал, как правило, считается приемлемым как для 
частот, так и для параметров. 

По формуле, приведенной на стр. 532, легко вычислить значения $р 
для всевозможных комбинаций р и М. Проделав соответствующие вычис- 
ления, можно определить 95%-ный интервал для {. Для удобства 95%-ные 
интервалы ] для различных р и М приведены на рис. Д—2. Чтобы опре- 
делить / для значений М, не показанных на рисунке, следует провести 
интерполяцию между соседними кривыми. Заметьте, что если бы М было 


бесконечно велико, { равнялось бы р а также что для любого данного 
р интервал ] тем шире, чем меньше М. 


Б. Определение ожидаемого разброса параметров 
по заданной частоте, 


зависящей от одной переменной (рие. Д—1, Б) 


Если бы мы не имели никакого представления о том, какова вероятность 
успешного подбрасывания монетки, то мы могли бы определить возможные 
значения р из полученной на опыте выборки. Зная частоту р, можно 
оценить неизвестный параметр р. Допустим, что из 100 подбрасываний 
монетки 30 оказались успешными. Величина ] = 0,3 представляет собой 
единичную частоту. Наилучшая единичная оценка р есть ]. Наилучшая 
оценка, которую можно сделать по одному данному р, есть р = 0,30. 
Однако не следует удивляться, если р в действительности равно 0.31, 
0.29, или что-нибудь около этого. Поэтому весьма важно было бы знать 
вероятный разброс значений р при ] = 0,3 и М = 100. Этот разброс 


о 
можно определить, вычислив величину И” › которая называется 


квадратичным отклонением [или 5. Значения р, лежащие между { — 1,965; 
и {| 1,965, образуют 95%-ный доверительный интервал р, поскольку 
в 95% случаев следует ожидать, что данная выборка имеет р в этом интер- 
вале. Утверждение, что р не может находиться вне этого промежутка, 
будет ошибочным только в 5 случаях из 100. В нашем примере $; прибли- 
зительно равно 0,05, и 95%-ный доверительный интервал р заключен 
примерно между 0,20 и 0,40. Следовательно, утверждение, что р должно 
лежать между 0,20 и 0,40, будет неверно лишь в 5% случаев. 95%-ный, до- 
верительный интервал р для различных { можно определить с помощью 
графика (рис. Д—2), читая его сначала снизу вверх, а потом справа налево. 


Задалии, 


Д.1. Вы подозреваете, что отношение полов для плодовой мухи дрозо- 
Ффилы равно 0,5 © и 0,5 $ Ф. Будем считать успехом С. Какой разброс 
Успехов можно ожидать с 95 %-ной уверенностью при непредвзятом обсле- 
Довании 100 мух? 250 мух? 1000 мух? 

Как меняется доверительный предел при увеличении размера выборки? 

то это значит? 

Д.2. Вы намереваетесь сделать выборку с М = 100. Каков будет 
95%-ный интервал / при следующих гипотезах: р = 0,5; р = 0,3; р = 0,1? 

ак меняется интервал { в зависимости от значения р? 
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й ет 8 различ- 
Д.3. Вы полагаете, что определенный тригибрид образу различ. 
й частотой. Вас интересует только один из них. 


ных типов гамет с одинаковой 
Укажите вероятный разброс числа интересующих 
и, с жащей 50 гамет. 
т условиях белоглазые самцы дрозофилы не очень 
охотно спариваются с красноглазыми самками. Пусть вероятность спарива- 
ния равна 10%. Сколько примерно раз нужно обеспечить возможности для 
спаривания, чтобы утверждать с достаточной уверенностью, что произой- 
дет 5 спариваний? з 

Д.5. Среди 100 мух исследователь обнаружил 25 мух с коричневыми 
глазами. Определите с 95%-ной уверенностью истинную вероятность 
обнаружения мух с коричневыми глазами. 

Д.6. Пользуясь рис. Д-2, определите 95%-ные доверительные преде- 
лы р при } = 0,60 и М = 100, 250 и 1000. 

Д.7. После мейоза у нейроспоры с генотипом АаВФ Вы получаете 
100 асков. Допустим, что происходит независимое расщепление. Сколько 
вы ожидаете получить аскоспор со следующей генетической конструк- 
цией: АВ? АБ -|- аВ? 

Д.8. Пыльца, помещенная в раствор йода, окрашивается. При этом 
один из аллелей вызывает голубую окраску, а другой — красную. 
Допустим, что получена и окрашена пыльца от гибрида. 

а. Выборка 1 содержит 100 пыльцевых зерен — 30 голубых и 70 крас- 
ных. Какой вывод можно сделать отсюда относительно ожидаемого соот- 
ношения фенотипов 1 : 4? 

б. Выборка 2 содержит 150 пыльцевых зерен — 81 голубое и 69 крас- 
ных. Каково ваше заключение относительно этой выборки и соотноше- 
ния 1:1? 

в. Объедините данные выборки 1 и выборки 2 и проверьте снова соот- 
ношение 1 : 4. Каков Ваш вывод? Допустима ли такая процедура? Жела- 
тельна ли она? Объясните. 

Д.9. Вы хотите проверить, симметрична ли данная монетка, подбро- 
сив ее 100 раз. Как Вы можете определить, симметрична она или нет? 

Д.10. В популяции, состоящей из 1000 цыплят, только 250 гомозигот- 
ны по паре генов (7), ответственной за белый цвет оперения. Вычислите 
частоту И’ в фонде генов в предположении, что осуществляется генети- 
ческое равновесие. Дайте (а) Вашу лучшую единичную оценку; (6) оценку 
с 95%-ной уверенностью. 


Вас гамет для выбор- 


В. Определение ожидаемых относительных вероятностей 
по заданным параметрам, 
зависящим от одной переменной (рис. Д—1,В) 


Как мы знаем, для симметричной монетки р = 0,5. Чтобы сделать такой 
вывод, совсем не обязательно фактически бросать монетку. Не обращаясь 
к опыту, можно высказать гипотезу, что вероятность падения и. 
ного октаэдра на определенную сторону р=1/,. Точно так же зе 
ность того, что симметричная игральная кость упадет данной а. 
вверх, равна */‹. Во всех этих случаях нетрудно сообразить, чем = = 
вероятность успеха. Однако в других случаях вероятность Успе У равн 

не очевидна и ее нужно определить. ха заранее 


1. П равила вычисления вероятности 
а) Закон сложения.Иногда успех может осуществля 


ться 
различными, взаимоисключающими способами. Чему ВЫ или оте 
случаях полная вероятность успеха? равна в таких 
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Если при однократном бросании игральной кости вероятность «едини- 
цы» равна !/в, а вероятность «двойки» тоже равна 1/‹, то вероятность 
либо «единицы», либо «двойки» равна 1/, + 1/; = 1. Вообще, вероят- 
ность осуществления любого одного из нескольких взаимоисключающих 
успехов равна сумме индивидуальных вероятностей. Если вероятность 
успеха равна р, а вероятность неудачи — 4, то вероятность либо успеха, 
либо неудачи равна р -|- 4. Но если точно известно, что данное событие 
> быть либо успехом, либо неудачей, то р + а=1, р=1—94 
ИР 

6) Закон умножения. Иногда общий уснех зависит от одновременного 
или последовательного осуществления двух или более успехов, а осуще- 
ствление одного успеха (или неудачи) никак не влияет на осуществление 
(или неудачу) других. 

Если вероятность выпадения «единицы» при бросании кости равна 1 
и вероятность выпадения «единицы» при втором броске также равна */з, 
то вероятность выпадения «единицы» два раза подряд равна 1/в Х 1/в = 
=1/зв. Вообще, вероятность осуществления нескольких независимых 
успехов равна произведению их индивидуальных вероятностей. 


2. Биномиальное распределение 


По заданному параметру, зависящему только от одной переменной, можно 
определить точные вероятности получения определенных комбинаций 
успехов и неудач, разлагая бином (4 -- р)\. Будем считать успехом вы- 
падение кости вверх «единицей». Если кость бросают 5 раз, то вероят- 
ности выпадения единицы 0 раз, 41 раз, 2 раза, 3 раза и т. д. определяются 
последовательными членами в разложении бинома: 


(5/в + 1/з}5. 


В этом выражении 5/‹ представляет собой вероятность того, что при 
однократном испытании не выпадет единиц, */‹ — вероятность выпаде- 
ния единицы, а показатель степени 5 равен числу испытаний. Разло- 
жение этого бинома приведено ниже, в табл. 1. Заметьте, что возможен 
любой результат, причем каждый из них имеет свою собственную точную 
вероятность осуществления. 


(ву 
+) 


0,4049 0,4049 0,1607 0,0324 0,0032 0,0001 
0 1 2 3 4 5 


точное значение р = 
число «единиц» = 


Задачи 


Д.А. Вы бросаете кость 3 раза.Какова вероятность получить: а) подряд 
три «четверки»? 6) «один», «два» и «три» в указанной последовательности? 

Д.12. Вы бросаете одновременно две итральНые кости. Какова вероят- 
ность получить в сумме одиннадцать? Два? Семь? 

Д.43. Копейка, гривенник, двугривенный, полтинник и рубль подбро- 
шены одновременно вверх. Какова вероятность того, что они упадут: 
а) все вверх гербом, или все вверх решкой; 6) три вверх решкой и 2 — 
гербом? 

Д.14. Какова точная вероятность того, что подброшенная несколько 
раз монетка (монетка считается вполне симметричной) упадет: у 

а) вначале 2 раза решкой вверх, а затем 3 раза вверх гербом? 

6) 4 раза подряд решкой? 





5 раз подряд гербом? 289 26 
ны вероятность 10 успехов, если р = '/з эй = 452 
й 16. Как часто следует ожидать менее 3 успехов, ес. р = 

Е Нод пу 
: Д.47. Вы усыпили мух из потомства скрещивания с#*с1 я и. ро 
филы. Какова вероятность того, что среди первых трех мух, и 
случайным образом, есть та одна сё сй? То же самое для выбр х 
случайным образом 5 мух; 

УДАВ, В ви независимого расщепления генов Аа В С обра- 
зуется аск. Какова вероятность того, что две аскоспоры, зы `ранные 
случайным образом, будут типа АВС? а? Либо АВС, либо а ;, 

Д.19. Мужчина-альбинос (аа), обладающий группой крови ММ, всту- 
пает в брак с женщиной, гетерозиготной по гену альбинизма (Аа) и обла- 
дающей группой крови ММ. Они собираются иметь 4 детей. 

Допуская независимое расщепление, ответьте на вопрос, какова вероят- 
ность того, что среди их детей будут: 

а) все неальбиносы? 

6) 2 неальбиноса с группой крови ММ№? 

в) 3 ребенка с группой крови ММ№ 





Г. Сравнение наблюдаемых частот 
с ожидаемыми (рис. Д—1,Г) 


1. Биномиальный критерий для параметра, зависящего от одной 
переменной. 

Для некоторого скрещивания генетическая теория предсказывает в Е, 
отношение 1:41 (р = 0,50). Согласно биномиальному распределению, 
следует ожидать, что среди 6 особей будут наблюдаться 3 особи одного. 
типа и 3 другого в 5 случаях из 46. Такой результат будет получаться 
наиболее часто. Все остальные сочетания будут осуществляться с мень- 
шей частотой. Допустим, однако, что в реальном эксперименте все шесть 
особей оказались одного тина. 

Следует ли считать это наблюдение статистически незначимым 
и обусловленным только случайным изменением? Или это различие ста- 
тистически значимо и указывает на то, что ожидаемые результаты не всегда 
согласуются с результатами наблюдений? Чтобы ответить на этот вопрос, 
вычислим, исходя из нашей гипотезы, вероятность получения 6 особей 
одного типа. По предположению, вероятность того, что отдельная особь 
будет принадлежать к первому типу, равна 1/., и вероятность того, что 
она будет принадлежать ко второму типу, также равна 1/.. 

вероятность того, что все шесть особей будут первого типа, равна 
(1/-)6; вероятность того, что все шесть особей будут второго типа, также 
равна (1/.)в. 

Таким образом, вероятность того, что либо все шесть особей будут 
первого типа, либо все шесть — второго, равна (1/,)в -|- (1/5)6 = 0,03. 
Как видно, если исходная гипотеза верна, то вероятность такого резуль- 


гипотеза верна, но осуществилась крайне маловероятная с 
гипотеза не согласуется с результатами наблюдений. 

Поскольку событие, вероятность которого 0,03, должно было бы 
осуществляться только в 3 случаях из 100, мы выберем вторую альтерна- 
тиву. Следовательно, мы делаем вывод, что гипотеза, по-видимому, 
неверна. 

Вообще, чтобы проверить, согласуются ли наблюд 
с данным значением параметра, проверяют так наз 
гипотезу, т. е. правдоподобие того, что полученная 
тельно имеет предполагаемое значение параметра. Это 
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аемые результаты 
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образом. Исходя из заданного значения параметра, вычисляют полную 
вероятность получения частоты, которая является крайним случаем 
или вообще лежит за пределами наблюдаемых частот. Если эта вероят- 
ность мала (по общепринятому соглашению 0,05 или меньше), то можно. 
сделать вывод, что наблюдаемые результаты не согласуются с ожидаемы- 
ми. Мы отвергаем исходную гипотезу с 95% уверенностью и с уровнем 
значимости в 5% (®. е. существует 5% вероятность отвергнуть гипо- 
тезу, которая в действительности верна). Если вероятность превышает 
0,05 (5%), то можно считать, что наблюдения не противоречат исходной 
гипотезе. Следовательно, эта гипотеза приемлема. Если вероятность 
значительно меньше 0,05, порядка 0,04 или еще меньше, то принято 
считать расхождение очень большим. 

ы Рассмотрим еще один пример. В группе, состоящей из 8 особей, было 
обнаружено 6 особей одного типа и 2 особи другого типа. Допустим, что 
теоретическое отношение равно 4 : 4. Согласно нулевой гипотезе, вероят- 
ность получить в группе из 8 особей только 2 особи одного типа (крайний 
наблюдавшийся случай) или еще меньше, дается суммой следующих 
членов, полученных при разложении 


Вероятность 0 особей первого типа 
» у у 
у 
второго типа 
у 
у У 


Складывая отдельные вероятности, находим, что полная вероятность 
обнаружить только две (или еще меньше) особи одного типа = 74/256 = 
= 0,29. Поскольку полная вероятность больше 0,05, полученный резуль- 
тат согласуется с исходной гипотезой. Следовательно, гипотеза приемлема. 

2. Критерий доверительного интервала для параметра, зависящего 
от одной переменной. 

В только что рассмотренных примерах биномиальный критерий при- 
менялся для случаев, когда № меньше 10. Биномиальный критерий можно 
использовать также и при М, большем 10. Однако при М >> 10 это доволь- 
но затруднительно. Проще пользоваться ожидаемым интервалом ]{. Этот 
интервал можно определить, исходя из предполагаемого значения пара- 
метра, зависящего от одной переменной, с помощью графика, изображен- 
ного на рис. Д— 2. я 

Пусть } = 0,3 и М = 100. Какой вывод можно сделать относительно: 
нулевой гипотезы р = 0,5? Если бы р = 0,5 и № = 100, то 95% ] лежало, 
бы между 0,4 и 0,6. Поскольку { = 0,3, мы можем отвергнуть р = 0.5. 
Если бы { = 0,48 и М = 100, то можно было бы принять р = 0,5. 

Нужно отметить, что выводы относительно значения параметра, сде- 
ланные с помощью графика Д— 2, имеют 5% уровень значимости. Мы 
можем лишь отвергать или принимать гипотетические параметры, посколь- 
ку они представляют идеализированные заключения относительно ожи- 
даемой выборки. Выборка же отражает реально наблюдаемые факты, и ее 


нельзя отвергнуть. 
3. Критерий Х-квадра 


менной. 
Полезно описать еще один метод проверки параметра, зависящего. 


от одной переменной, который, так же как и критерий ожидаемого интер- 
вала, можно применять при достаточно больших №. Пусть ожидается 
отношение 1 : 1, и, следовательно, в идеальном случае выборка, состоя- 
щая из 100 случаев, должна содержать 50 случаев одного типа и 50 слу- 
чаев другого. Допустим, что реально наблюдается 55 случаев одного типа 
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т для параметра, зависящего от одной пере- 








и 45 другого. Чтобы решить, согласуются ли наблюдаемые результаты 
с ожидаемыми, нужно, исходя из нулевой гипотезы, определить вероят- 
ность получения такого результата (или результата, еще более отличаю- 
щегося от ожидаемого) в выборке с М = 100, сделанной из идеальной 
совокупности. Хотя эту вероятность в принципе можно найти, суммируя 
соответствующие члены в разложении (1/» + 1/.)10°, практически для 
этого потребовалось бы слишком много времени (если, конечно, не поль- 
зоваться счетной машиной). 

Из теории вероятности известно, однако, что желаемую вероятность 
можно приближенно выразить через величину, называемую у-квадрат 
(12) с помощью сравнительно простой выкладки: 


р Ух [(наблюдаемое — ожидаемое) — 1/2]? 
1 ожидаемое 





Член 1/› называется поправкой Йетса. Если Ми ожидаемые величины вели- 
ки, то его можно опустить, но безопаснее все же учитывать его при практиче- 
ских вычислениях. Чтобывоспользоваться выписанной формулой, нужнодля 
каждого класса (в нашем случае есть только два класса—успех и неудача, и, 


следовательно, можно считать, что х? имеет одну степень свободы — хо) 
найти абсолютную величину разности между наблюдаемыми и ожидаемы- 
ми числами, вычесть из остатка 1/» и возвести результат в квадрат. После 
этого полученная величина делится на ожидаемое число. Эту процедуру 
нужно проделать для каждого класса и просуммировать члены, относя- 
щиеся ко всем возможным классам. Итак, в нашем случае: 


р ((45—50)—4/2]? [(55—50)—1/2]? = 
50 





9 г 50 = 
(41/5) (41/.)? 40,5 
0 


Искомая вероятность определяется по графикух? (рис.ДЬ—3) для одной 
степени свободы. (Число степеней свободы для такого критерия на еди- 
нину меньше числа классов, т. е. равно числу переменных.) Таким обра- 
зом, по графику на рис.Д—3 находим, что вероятность лежит между 0,35 
и 0,40. Расхождение между наблюдаемым результатом и результатом, 
ожидаемым из нулевой гипотезы, незначимо. Следовательно, эту гипо- 
тезу можно принять. 

Метод у-квадрат является приближенным и применим только для 
сравнительно больших выборок. Для его использования необходимо, 
чтобы ни один класс не имел ожидаемого значения меньше 2, и чтобы 
большинство ожидаемых значений по крайней мере равнялось 5. 

А. Критерий у-квадрат для параметра, зависящего от двух или более 
переменных. 

Критерий у? применим также для параметров, описывающих более 
чем два возможных результата, и, следовательно, зависящих от двух 
или более переменных. 

Например, критерий Хх -квадрат можно использовать 
определить, согласуется ли некоторая выборка с предполагаемым отно- 
шением 9:3:3:1. В идеальном случае при проверке отношения 
9:3:3:4 следовало бы ожидать в группе из 80 особей, соответственно 
45, 15, 15 и 5 представителей каждого класса. у 

В данном случае существует четыре класса и соответственно 3 пере- 
менных или степени свободы. 

Если бы в результате реального эксперимента бы. 
40, 20, 12 и 8 соответственно, то мы бы вычислили: 

40—45)? 09—15)" 12—15} 8—5) 
5 о би < = ее 


для того, чтобы 


ли получены числа 





=4,6. 
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М-число степеней свободы 
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Распределения 7 И (. 
ь диаграмму для х?, равного 17, для случая 7 степе- 


ы прочест 
ыы нужно двигаться вверх по линии, соответствующей 
те ы до пересечения с кривой, соответствующей 


?, равной 117, 
ЕлИЗиЕО 24 чку на шкалу вероятностей, получаем, что 


—7. Спроецировав эту то 
Бо равна 0,017. Если диаграмму перевернуть, то точно таким 


бразом можно определить вероятности для распределения +. При- 
Е вероятность есть вероятность наибольшего по величине от- 


жлонения- 
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Значения Х2 








(Член 1/», поправка Йетса, не учитывается в случае более чем одной 
степени свободы.) Поскольку соответствующая вероятность лежит между 
0,20 и 0,25, расхождение незначимо и, следовательно, нулевая гипо- 
теза приемлема. 

Интересно отметить, что вероятность получить для 7? величину, боль- 
шую или равную 0,004 для одной степени свободы, 0,4 для двух степеней 
свободы и т. д., равна 0,95. Следовательно, вероятность получить значе- 
ния )“ меньше указанного выше должна равняться 0,05. Получение 
при реальной проверке столь малых величин указывает на то, что согла- 
сие между ожидаемыми и наблюдаемыми результатами, по-видимому, 
лучше, чем предполагалось. В таких случаях законно поставить вопрос, 
действительно ли полученные данные представляют аутентичные слу- 
чайные выборки. 


Задачи 


Д.20. Мужчина с шерстистыми волосами вступает в брак с женщи- 
ной с нормальными волосами; у них родилось 8 детей: 7 с шерстистыми 
и 1 с нормальными волосами. Проверьте гипотезу о том, что шерстис- 
тость волос обусловлена редким, полностью доминантным геном. 

Д.24. Основываясь на данных Д.20, проверьте гипотезу, что шер- 
стистость волос обусловлена абсолютно рецессивным мутантным геном. 

Д.22. Монетку бросают 7 раз. 1 раз она падает на ребро, 5 раз вверх 
решкой и 1 раз гербом. «Честная» ли эта монетка? 

Д.23. В результате анализирующего скрещивания получено 57 осо- 
бей фенотипа А и 43 особи фенотипа А’? Одна или несколько пар генов 
обусловливает данный признак? 

Д.24. Основываясь на данных Д.23, проверьте гипотезу о том, что 
один из родителей — дигибрид, и что фенотип А получается только 
в том случае, когда присутствуют два специфических неаллельных гена. 

Д.25. В выборке, содержащей 540 событий, Х = 90. Чему равно у?, 
если предположить, что р— 1/4? Приемлема ли эта гипотеза? 

Д.26. Среди 60 особей встречаются следующие фенотипы: 8А, 128. 
20С и 202. Проверьте гипотезу о том, что 

а) АВСР встречаются в пропорции 1:3:3:9. 

6) Все четыре фенотипа встречаются с равной вероятностью. 

в) Идеальное отношение есть 44 : ЗВ :5С : ТР. 

Д.27. Случайная выборка, сделанная из природной популяции, содер- 
жит 65АА, 95Аа и 40аа особей. Проверьте следующие гипотезы (прини- 
мая во внимание изложенное в главе 15): 

а) частота а в генофонде популяции равна 0,5, 

6) выборка согласуется с предположением о том, что популяция 
находится в генетическом равновесии по этому локусу, если допустить, 
что наблюдаемая в выборке частота гена а равна его частоте во всей 
популяции. 


Д. Сравнение выборок (рие. Д—1,Д) 
Т. Случай одной переменной 
а) Наблюдаемое различие и ожидаемое квадратичное отклонение. 


Пусть в результате выборки (А) обнаружено 20 самцов и 30 самок, в то 
время как другая выборка (В) дала 30 самцов и 20 самок. Насколько 
значительно различие между частотами появления самцов в этих вух 
выборках (/л — 0,40 и ув — 0,80; Мл = 50, Мы = 50) Мы двух 


540 





под 
тез: 





никакого представления о том, каковы должны быть рл и рв. Согласно 
нулевой гипотезе, эти две выборки имеют один и тот же параметр р». 
Наша наилучшая оценка р.. есть ({,.), которое получается при усреднении 
результатов обеих выборок, что дает 50/100 = 0,50. Вычислим теперь, как 
велико различие между наблюдаемыми { по сравнению с полным квад- 
ратичным отклонением, которого следовало бы ожидать, если бы в обеих 
выборках, Мл и МЬ, { равнялось {,. Необходимые вычисления можно 
проделать с помощью следующей формулы: 
в ТА 0,20 
50,5 0,5х0,5 = 2,0. 


Е И ЕЕ 
он а 50 ь 50 








(Вычитание в числителе нужно делать так, чтобы получить в результате 
положительное число, т. е. нужно взять абсолютную величину разности.) 
Как было показано, при М,., большем 30, величины, равные или больше 2, 
могут случайно встретиться лишь в 5% случаев. Мы приходим, следо- 
вательно, к выводу, что две рассматриваемые выборки с 5%-ным уровнем 
значимости находятся на границе между статистически различными 
и статистически одинаковыми выборками. 


6) Плюс минус критерий (критерий знаков). 


Пусть нам нужно определить, может ли некоторая специальная обра- 
ботка подопытных объектов изменить выборку. Допустим, кроме того, 
что нас не интересует, насколько велики индуцированные изменения по 
сравнению с изменениями, происходящими спонтанно. (Обработка могла 
вызвать лишь очень небольшие изменения. При таких условиях, чтобы 
получить статистически значимое различие между измерениями, 
потребовались бы две чрезвычайно большие выборки — одна контроль- 
ная, другая подопытная.) 

Чтобы обеспечить максимально возможную чувствительность, нужно 
выполнить серию параллельных наблюдений над такими парами объектов, 
члены которых подобны друг другу настолько, насколько можно. 

Представьте себе, например, что мы хотим определить, оказывает ли 
какое-нибудь влияние подкормка развивающегося самца дрозофилы 
солью на отношение полов в его потомстве. Проверка состоит в подечете 
отношения полов в потомстве двух скрещиваний, в одном из которых 
самец получал соль, а в другом—нет. Допустим, что эксперимент выпол- 
нен вполне корректно и получены следующие результаты: 





Отношение полов 
Наблюдавшиеся <9/®ФФ  хритерий 
парные гриппы 








хонтроль опыт контроль опыт 
А 0,47 0,46 + — 

р 0,48 0,47 = == 

3 0,49 0,48 — - 

4 0,50 0,50 Критерий не работает 
5 0,46 0,44 =В = 

6 0,51 0,50 = — 

7 0,48 0,47 == = 





Теперь мы приступим к проверке нулевой гипотезы, согласно которой 
подкормка солью не влияет на отношение полов Ё;. Согласно этой гипо- 
тезе, случаи, когда подопытная пара имеет большее отношение полов, 
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чем контрольная, и противоположные случаи должны наблюдаться 
с равной вероятностью. Следовательно, по нулевой гипотезе р = /ь. 
В нашем распоряжении имеется только 6 тестов этой нулевой гипотезы, 
поскольку один тест дал одинаковое отношение полов как для подопыт- 
ных, так и для контрольных пар. Вероятность того, что все эти 6 конт- 
рольных измерений будут успехами или все неудачами, согласно нуле- 
вой гипотезе, равна 2 (1/8 или 1/з», т. е. около 3%. (Вероятность 
того, что остальные 5 тестов дадут тот же результат, что и первый, рав- 
на (1 /›)°, т. е. также около 3%.) В соответствии с этим нулевую гипо- 
тезу можно отвергнуть с 5%-ным уровнем значимости. Статистическая 
проверка указывает, что интересующие нас параметры различны для 
подопытных и контрольных пар. 

Из приведенных данных следует, что в результате солевой подкормки 
отношение полов уменьшается. (Из этих данных нельзя определить, 
увеличивает ли солевое питание число самок или уменьшает число самцов. 
Отсюда можно лишь найти различие в отношении полов в зависимости 
от присутствия или отсутствия соли. Истинный механизм этого явления 
остается неизвестным.) 


в) Проверка критерия х-квадрат 
с помощью таблиц сопряженности признаков 


Пусть Хд = Зи Мл = 6 для выборки А и Хв = би МВ = 18 для выбор- 
ки В. Являются ли эти статистические совокупности различными с 5% 
уровнем значимости? Чтобы ответить на этот вопрос, нужно про- 
верить нулевую гипотезу, согласно которой обе выборки характеризу- 
ются одним и тем же параметром (р). Однако величина р совершенно 
неизвестна. Наиболее вероятные значения Х (и, следовательно, М — Хх) 
можно найти (в предположении, что параметры р одинаковы для обеих 
выборок), построив таблицы сопряженности признаков. Определив эти 
величины, ожидаемые в идеальном случае, можно затем приступить 
к вычислению /-квадрата, так же как и раньше. 

Результаты наблюдений нужно расположить, как показано на 
рис. Д 4, А. Наилучшие оценки, ожидаемые при неизвестном р, приве- 


я ре 


классы выборки 8сег0 
А в 


Успехи 








о г БТ 
Всего 6 | 18 | 24 6 | 18 | 24 
` 
А. Действительные 5. Ожидаемые В Разница 
банные банные (А-Б) 
Сумма значении 
2 (4) радиа Х2 
(Вс поправкой Д.В квадрате 
ИЕтса ожидаемое 
РИС. Д-4. 
Таблицы сопряженности признаков «2 Х 2 


542 








дены в табл. Б. Например, чтобы получить величину, ожидаемую 
в верхнем левом квадрате табл. А, нужно умножить сумму цифр в столб- 
це, содержащем этот квадрат, на сумму цифр в строке, содержащей этот 
же квадрат (требуемые суммы приведены в конце соответствующих строк 
и столбцов), и поделить на Мл + Мь. Полученная величина равна 
(6 Х 8/ъ4), т. е. 2. 

Поскольку мы имеем в данном случае дело с х?, уместно вспомнить, 
что для применения этого критерия обычно требуется, чтобы не было ни 
одного класса с ожидаемой частотой меньше 2 и чтобы большинство 
ожидаемых значений были по крайней мере равны 5. 

Заметим, что остальные ожидаемые величины, выписанные в табл. Б, 
можно получить аналогичным образом. Однако на самом деле нет нужды 
проделывать снова эту процедуру, поскольку все остальные величины 
фиксируются заданием сумм элементов по строкам и столбцам. Эти сум- 
мы (приведенные в крайних столбцах и строках) должны быть одинаковы 
в табл. Би А. Поэтому для записанной таким образом (2х2) таблицы 
сопряженности есть только одна степень свободы (одна переменная). После 
того, как построены табл. А и Б, строится таблица разностей В. В этой 
таблице элементы, расположенные крест-накрест, одинаковы, а суммы 
по всем столбцам и строкам равны нулю. При учете поправки Йетса 
каждая величина в табл. В уменьшается по абсолютной величине на !/о. 
Исправленные таким образом разности приведены в табл. Г. Каждый из 
элементов табл. Г возводится затем в квадрат и делится на соответствую- 
шую ожидаемую величину, выписанную в табл. Б. Сумма получен- 


ных четырех величин (2 | 1/6 | 4 +4 1/2) и есть У-квадрат. 


В данном случае у-квадрат меньше 1 (но больше 0,004) и имеет вероят- 
ность больше 40%. Таким образом, нулевая гипотеза принимается, 
т. е. две рассматриваемые выборки с 5% уровнем значимости статистичес- 
ки не различаются. 





Две или более переменные 


Проверка критерия \-квадрат с помощью таблиц, сопряженности призна- 
ков. Иногда данные, включенные в выборку, распадаются более чем 
на Два класса (т. е. возможно больше двух различных результатов) и 
нужно сравнить больше двух таких выборок. В этом случае число 
переменных определяется, во-первых, числом классов минус еди- 
ница, а во-вторых, числом выборок минус единица. Полное число пе- 
ременных равно произведению этих двух чисел. Число степеней сво- 
боды равно полному числу переменных, которое всегда равно (числу 
рядов —1), умноженному на (число строк — 4) (для таблицы сопряжен- 
ности признаков). 

Пусть три выборки разбиты на группы в соответствии © четырьмя 
возможными результатами. Полученные результаты приведены на 
рис. Д—5, А. Дальнейшая процедура полностью аналогична описанной 
выше для четырехклеточной (2 Х 2) таблицы. Заметьте, что для таблиц 
большего размера поправку Йетса не нужно учитывать. В рассматривае- 
мом случае есть 6 степеней свободы. Если проверка проводится с 5%-ным 
Уровнем, то,как видно из рис.Д—3, для того, чтобы отвергнуть нулевую 
гипотезу, согласно которой все выборки и все классы могут быть пред- 
ставлены одними и теми же параметрами, Хх должно быть больше 12,5. 
Кроме того, если бы х? оказалось меньше 1,6, это означало бы, что при 
одинаковых значениях параметров, выборки, результаты которых столь 
Мало отличаются от ожидаемых в идеальном случае, встречались бы 
только в 5 случаях из 100. В этом случае следует отвергнуть предположе- 
ние о том, что выборки были сделаны случайным образом. Можно подо- 
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зревать, что при сборе или об- 
работке данных была допущена 
скрытая необъективность. 

Однако из рис.Д—5,Г видно,что 
на самом деле для )/” не осущест- 
вляется ни первая, ни вторая воз- 
можность. Следовательно, можно 
принять нулевую гипотезу, соглас- 
но которой с 5% уровнем значи- 
мости исследуемые выборки ста- 
А. Действительные 65: Ожидаемые — тистически не различаются. 

банные данные Допустим, однако, что в пре- 
дыдущем примере было получено 
значение %*, равное 14,1. В этом 
случае нулевую гипотезу следует 
отвергнуть с 5% уровнем, но мож- 
но принять с 1% уровнем значимо- 
сти (т.е. вероятность того, что 
данные выборки имеют одинако- 
вые параметры, больше 1%, но 
меньше 5%). Если допустить, что 
ре (89 кдабрате такой результат был получен в 
результате вполне объективного 
исследования, то он может быть 
обусловлен тем, что: 

а) нулевая гипотеза верна, но 
нам попались данные (такие данные случайно встречаются в 1 случае 
из 20), столь сильно отличающиеся от ожидаемых, или 

6) нулевая гипотеза не справедлива. Даже если гипотеза отвергнута 
с 5%-ным уровнем, мы можем пожелать провести дальнейшую проверку 
данных, используя таблицы сопряженности признаков меньшего разме- 
ра, чтобы определить, какие выборки (или возможные результаты) согла- 
суются (или не согласуются) друг с другом согласно нулевой гипотезе. 

Отметим, что наибольший вклад в \-квадрат вносят те элементы 
таблицы сопряженности признаков, которые описывают наблюдаемые 
величины, играющие главную роль в опровержении исходной гипотезы. 
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РИС. Д-5. 
Таблицы сопряженности признаков «3 Х 4» 


Задачи 


Д.28. В результате скрещивания получено потомство, состоящее из 
20 особей одного типа и 40 особей другого типа. Через месяц в результа- 
те такого же скрещивания получено 15 особей первого типа и 15 второго. 
Значимо ли различаются эти результаты? 

Д.29. Было отобрано 10 пар идентичных близнецов. Только один из 
членов каждой пары (всегда один и тот же) ежедневно в течение 10 дней 
получал определенный препарат. Все особи взвешивались до и после этого 
периода. Изменения в весе, округленные до ближайшего целого числа 
(в фунтах), приведены в следующей таблице. 

Проведите статистический анализ результатов этого эксперимента. 
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Д.30. Среди женщин, принадлежащих к популяции А, 10 блондинок, 
5 рыжеволосых и 15 женщин с другим цветом волос; в популяции Б, 


соответственно, 7, Ти 6, в то время как в популяции В соответствующие 
числа равны 8, 4и 8. Одинаковы ли рассматриваемые популяции по отно- 
сительной частоте появления этих типов волос? 

Д.31. Эксперимент проводился четыре раза. Х равно 5, 7, 10 и 11, 
когда М равно 8, 20, 20, 30 соответственно. Согласуются ли между собой 
все эти четыре результата? 

[.32. На двух пакетиках с семенами травы написано, что из семян 
каждого пакетика должно вырасти 40% травы типа А, 35% травы типа Б, 
15% травы типа В и 10% сорняков Г. Выборка из пакетика 1 дает 400 А, 
400 Б, 50 Ви 150 Г. Выборка из пакетика 2 дает 390 А, 4406, 70В и 13 Г. 
Сравните содержание каждого пакетика с содержимым, указанным на 
этикетке, и друг с другом. Каковы Ваши выводы? 

Д.53. Фармацевтическая фирма получает сведения о результатах 
использования (или неиспользования) ее продукции. 

Для проверки объективности испытаний контрольная иэксперимен- 
тальная группы классифицируются по цвету глаз и типу крови АВО. 
Полученные результаты приведены в следующей таблице: 














АВ А 
Группы Голубые Карие Голубые Карие 
Контрольная... 7 6 12 10 
Эксперименгальная 4 8 13 8 
В (0) 
Группы Голубые Карие Голубые Карие 
Контрольная... 4 4 8 9 
Экспериментальная 5 2 8 12 





Какой вывод следует отсюда относительно объективности испытаний? 

Д.34. Допустим, что женщины классифицируются по двум призна- 
кам: цвету волос и темпераменту. Используя результаты, приведенные 
ниже, проверьте гипотезу о том, что не существует связи между цветом 
волос и темпераментом. 





Блондинки Рыжеволосые Брюнетхи 





Легко возбуди- 


ИИ 23 6 14 
Спокойные 26 3 34 
Нормальные Е 9 30 





Ш. НЕПРЕРЫВНЫЕ ПЕРЕМЕННЫЕ 
А. Параметры и нормальная кривая 


Пусть результат некоторого измерения определяется действием очень 
большого числа независимых переменных, причем каждая из них оказы- 
вает на измерение примерно одинаковое по величине влияние. Если собрать 
результаты бесконечно большого числа таких измерений, то следует 
ожидать, что соответствующие величины будут иметь так называемое 
нормальное распределение. На рис. д—6 изображена кривая нормального 
распределения. Здесь по горизонтальной оси отложены результаты изме- 
рений, а по вертикальной—частоты, с которыми следовало бы ожидать 
встретить их в бесконечно большой совокупности измерений. Математи- 
ческое ожидание или «истинное» среднее обозначается параметром п. 
Среднее квадратичное отклонение или «истинное» квадратичное отклонение 
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РИС. П-6. 
Нормальная кривая 


Вероятность 


0 й НИИ Ат 
21 ОЕ ооо ибуию ОРИОН 


Число успехов 





8 20 


РИС. Д-7. 


Гистограмма вероятностей различных чисел 
успехов для биномиального распределения 
(№=20, р = 1/2) и нормальная кривая с теми 
же р и 6. 





обозначается строчной грече- 
ской буквой сигма (5).Известно, 
что около ?/з всех результатов 
измерений лежат на нормальной 
кривой между б и средним значе- 
нием, а около 95% всех резуль- 
татов лежат между 25 и сред- 
ним (т. е. в интервале в - 25). 
Строго говоря, отдельные «изме- 
рения», т. е. величины, которые 
изображаются нормальной кри- 
вой, также являются парамет- 
рами. 

Нормальная кривая и бино- 
миальное распределение. Пусть 
сделано бесконечно большое 
число выборок с М=20 ир="/. 
В этом случае точная вероят- 
ность получения различного 
числа успехов будет выражать- 
ся биномиальным распределени- 
ем, изображенным в виде гисто- 
граммы на рис. Д_7. На этом 
рисунке каждый класс успехов 
изображается столбиком, высота 
которого пропорциональна ча- 
стоте данного класса. Заметим, 
что все возможные результаты 
20 наблюдений можно расклас- 
сифицировать только 21 спосо- 
бом (от 0 до 20 успехов), так 
что в данном случае мы имеем 
дело с 20 дискретными перемен- 
ными. Изображенная на том же 


рисунке гладкая кривая — это нормальная кривая, имеющая то же 


среднее значение и то же квадратичное отклонение, что и гисто 


При р = */ь 


грамма. 


чем больше размер выборки, тем больше будет число раз- 


личных результатов, которые может содержать данная выборка, и тем 
ближе будет график вероятности успехов к нормальной кривой. Поэтому 
при неограниченном увеличении М число возможных результатов также 
неограниченно увеличивается. Таким образом, мы имеем в 
непрерывной переменной, про которую можно сказать, что 
распределены нормально. 


десь пример 
ее значения 


Б. Ожидаемое распределение выборки 
из нормального распределения 


1. Распределение в единичной выборке 


Если получена очень большая выборка из совок 
нормальной кривой, то элементы этой выборки б 
кривой, напоминающей нормальную. Вероятность 
значение Х получено из гипотетической совокуп. 
нием у и квадратичным отклонением с..можно вы 
вычисляемую по формуле 


упности, описываемой 
Удут распределены по 
того, что любое данное 
ности со средним значе- 
разить через величинут, 









Если абсолютная величина т равна 1,96, то соответствующая вероятность 
для Х равна 0,05. Поскольку в распределении, характеризуемом пред- 
полагаемым р иб,„, ровно 5% величин Х приводят к абсолютным аначе- 
ниям т, ббльшим или равным 1,96, мы отвергаем нулевую гипотезу, 
если Х дает для т величину, равную или превышающую 1,96. 

Уравнение, связывающее т и Х, можно переписать в виде Х = ий -+- 7х. 
Из этого выражения следует, что любое данное значение элемента выбор- 
ки равно математическому ожиданию («истинному» среднему) плюс рас- 
стояние до этого среднего, измеряемое величиной тб., где т равно числу 
с,, которые отделяют Х от среднего ([5.1?° навывается дисперсией). 

Пусть нас интересует высота злака (округленная до ближайшего 
целого дюйма). Предположим, что И — 50 дюймов и 6х = 4 дюйма. 
Этой информации вполне достаточно для описания свойств нормально 
распределенной совокупности злаков. Высота одного из растений оказа- 
лась равна 40 дюймам. Вычисляя величину т, находим 

40—50 _ 40. 


4 4’ 





что >> 1,96. Поскольку р < 0.05, мы отвергаем нулевую гипотезу и можем 
сделать вывод, что измеренное растение с 5%-ным уровнем значимости 
не может принадлежать к теоретической совокупности © р— 50 ис, = 4. 


ЖатЬ- 
олени. 
ТИО- 
Юм 





а 2. Ожидаемаое растределение средних значений 

высота для групъ выборов 

на ча: 

мет, Выборочное среднее арифметическое или среднее по выборке обознача- 
гла ется Х (читается «Х с чертой») и равно среднему, полученному в ре- 
скл. зультате сложения всех величин Х и деления на Г. таке. 

| ©10б0- а | 

оз), 18 х=мох, 
т ме 

перем" Если задана совокупность, описываемая средним значением р и квадра- 
том тичным отклонением с,, то можно кое-что сказать о разбросе величин Х, 
. до же ожидаемом для очень большого числа выборок размера М, сделанных из 
Н взр, данной совокупности. Если сделать много выборок, то окажется, что 
отр 8 величины Х подчиняются нормальному распределению с теоретическим 

о средним, равным и, и квадратичным отклонением ох. 

8, у 

Пот, вы 

о == У -=туя 

р! 
Би = д 
а" | Поскольку 0; меньшеб. в Ух раз, оно позволяет. различать гораздо 
меньшие ошибки, чем 0». При М >> 10 распределение Х будет очень близко 


к нормальному, если только распределение самих величин Х не слишком 
сильно отличается от нормального. Поэтому, если известны и и 6. 55 
можно легко найти и распределение Х (характеризуемое величиной 55). 
Надо только провести соответствующие вычисления. 

_ В научных работах средняя ошибка 5; или сх часто приводится в виде 
Х + 5= или Х -Е 0 и относится к надежности выборочного среднего. 
С другой стороны, 5х И 9х — 970 квадратичные отклонения, и когда они 
приводятся в виде Х - 5= ИЛИ Х - с, они относятся к изменчивости 


Результатов одного наблюдения, 
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3. Проверка гипотеза относительно и 
а) т-критерий. Пусть для № = 100 Х оказалось равным 68,03. Мы 


хотим проверить с 5% уровнем значимости нулевую гипотезу, согласно 
которой 5. =3 и и = 67,15. В данном случае 





79 Хр о 168:03—67.45 0:53 
==иИ 100 =0,3; ИЕ 03 ВЕЕТ 


то больше 1,96. Следовательно, гипотеза отвергается. 
ь 6) {- критерий. АСВ бывает нужно проверить некоторое ее 
ческое значение и при неизвестных 6, и сх. В таком случае обычно 
используют наилучшую возможную оценку для 5х. Эта весьма полезная 
приближенная величина представляет собой квадратичное отклонение 
выборки 5х. Величину $. можно найти по следующим формулам: 


а 


Если вместо ох подставить 3х, то выражение 











Из (х—ху 


заметьте, что 3, 
М—1 








х С” 
перейдет 





(Когда мы работаем с величиной ох, в результате получается т, а когда 
вместо 5х подставляют 5х, то получающуюся величину принято называть &.) 
Если величина # окажется слишком большой, то исходную гипотезу о п 
следует отвергнуть. Решение принять или отвергнуть нулевую гипотезу 
зависит от числа степеней свободы. В случае, когда 5. оценивается по 
одной выборке, это число равно М —1. На графике Д—3 для различного 
числа степеней свободы изображены вероятности того, что # отличается 
от 0 в любую сторону на величину, ббльшую или равную наблюдаемой. 
Если Х = 68,03, предполагаемое в = 67,45, $ = 3,24 и № = 9, то 
1 = 0,81. Для случая 8 степеней свободы р >> 0,05. Следовательно, 
гипотетическое значение д принимается. 

в) Доверительные интервалы, для. Допустим, мы решили работать 
с 5% уровнем значимости. Если д. известно, то 95% доверительный 
интервал для и = Х - 1,96 в, или и = Х - 1,965.. Если известно 
только 5», то 95%-ный доверительный интервал для и можно опреде- 
лить следующим образом. Пусть, как и раньше, Х = 68,03, 5, = 3.24 
и М =9. Найдем сначала величину 2, для которойр = 0,05 при № — 4 сте- 


пени свободы (при М — 1 = 8 это соответствует примерно 2,3). Следо- 
вательно, 


Хбв 
Ум 


Все величины, для которых Х отличается от р больше чем на 23 
отвергаются, а все величины Х — п, меньшие 2,3 з=, Бы 5, 
с 95%-ной уверенностью. Подставляя соответствующие значени р 
мулу, получаем я в фор- 
Х—ь_ 
1,081 
или Х — р = 2,3х1,08 = 2,48. Окончательно, 95% -ный из 
интервал для и в данном случае есть Х Е в зерительный 
г) Сравнение Х, и Х,. Пусть взяты две выбор ›55 до 70,54 


и измерена высота каждого растения. При это 
результаты: 


=2,3. 








2,3, 
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2. СХ О 


ыы ыыы 








р В 
авывать!) 
потезу ©} 





Выборка 1. №, = 9, Х, = 72,44 

2(:—5:}=65,70. 
Выборка 2. №, = 410; Х, = 70,30 

5(Х.— Хо) = 69,50. 
Нужно проверить нулевую гипотезу, согласно которой эти две выборки 
имеют одинаковые | и 0,. Наилучшая оценка неизвестного 6» есть 9». 


Для двух рассматриваемых выборок ее можно вычислить по следую- 
шей формуле 








х у 2—5 Е (.— 2.) _ 65,10469,50 
(М— + (№— 1) 8—9 = 


—2,82. 


Нетрудно получить, что величина 5х в данном случае равна 1,29, посколь- 
ку известно, что 
Ве 
хх №: м, я 


х.- 


Величину # можно найти теперь из условия 





72,44—70,30 


= =1,66. 





Поскольку каждое Х было получено из одной выборки, число степеней 
свободы равно (№,—1) + (№—1) = 17. Так как р > 0,1, нулевая гино- 
теза принимается и можно сделать вывод, что © 5%-ным уровнем значи- 
мости рассматриваемые средние статистически не различаются. Если при 
таком вычислении получится величина #, не согласующаяся © исходной 
гипотезой, то эти две выборки должны отличаться либо по п, либо по 6х, 
либо’ по обеим этим величинам. 


4, Мощность критерия 


При проверке параметра или частоты встречаются два типа ошибок; 
один из них мы уже обсуждали. Ошибки этого типа связаны с тем, что 
в5 случаях из 100 мы отвергаем правильную гипотезу (при работе 
с 95%-ным доверительным уровнем, или 5%-ным уровнем значимости). 
Это необходимо для того, чтобы иметь возможность отвергать неправиль- 
ные гипотезы. Другой вид ошибок — это незаконное принятие гипотезы. 
Пусть / = 0,45 и М = 100. Проверяется гипотеза о том, чтор — 1 
и найдено, что с 5%-ным уровнем она может быть принята. Однако в дей- 
ствительности р может лежать всюду между 0,35 и 0,55. (см. рис. ДЫ—2). 
Если р не равно 0,5, а лежит где-то между 0,35 и 0,55, то, возможно, 
принятая гипотеза неверна. В 

В данном случае критерий обладает мощностью, достаточной лишь для 
того, чтобы отвергнуть неправильные гипотезы, допускающие р< 0,35 
или > 0,55. Если бы М = 1000, а / = 0,45, разрешающая сила крите- 
рия была бы больше. С 5%-ным уровнем можно было бы отвергнуть 
любую гипотезу, допускающую Р < 0,42 или > 0,47. Прежде чем наби- 
рать статистику, нужно определить, есть ли в вашем распоряжении кри- 
Терий, достаточно мощный, чтобы различить альтернативные гипотезы. 

Пусть, по генетическим соображениям, мы хотим проверить, удовлетво- 
ряет ли полученная на опыте выборка ожидаемому соотношению 9 
Допустим, эта гипотеза оказалась приемлемой. Но если теоретическое 
отношение 4:4 или 2:1 также приемлемо, то критерий оказывается 
слишком слабым и едва ли может быть полезен при описании природы 


рассматриваемых генетических явлений. 
Один из способов повысить значимость критерия состоит в увеличе- 


нии №. Другой путь — изменить доверительный уровень. При 10%-ном 
Уровне значимости «мощность» критерия больше, чем при 5%-ном уровне, 
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но при этом пропорционально увеличивается вероятность е что будет 
отвергнута правильная гипотеза. Если только нет Барто: о специаль- 
ных обстоятельств, генетики обычно работают с 5%-ным уровнем значи- 
мости и повышают мощность критерия за счет увеличения М. Напомним, 
однако, что величина з или с уменьшается при увеличении М как квад- 
ратный корень из М, так что четырехкратное увеличение М уменьшит 
квадратичное отклонение только в 2 раза. 


Задачи 


Д.35. Пусть 0. = 8; М = 265; Х = 12. Проверьте с 5%-ным уровнем 
значимости гипотезу, что и = 41. 

Д.36. о» = 412; М = 53, Х = 142. Проверьте с 5%-ным уровнем зна- 
чимости гипотезу, что и = 135. 

Д.37. Чему равен 95%-ный доверительный интервал для и при с, = 4, 
М = 100, Х = 35. 

Д.38. Дана следующая выборка: 1, 3, 4, 5, 5, 5, 5, 5, 6, 8. Вычис- 
лите Х, $. и 3х. 

Д.39. Новый антибиотик проверялся на больных воспалением легких. 
Были получены следующие результаты: из больных, принимавших анти- 
биотик, 64 выжило и 26 умерло (смертность 28,9%). Из неполучавших 
антибиотик 36 выжили и 24 умерли (смертность 40%). Проверьте 
гипотезу о том, что лечение неэффективно. 

Д.40. Из некоторой нормальной совокупности сделана случайная 
выборка, состоящая из 6 наблюдений. Она выглядит следующим образом: 
0, 2, 6, 6, 8, 14. Проверьте гипотезу о том, что для популяции в целом 
среднее значение, р, равно 10. Пользуйтесь 5%-ным уровнем значимости. и 

Д.41. Нормальные ячменные зерна подвергнуты рентгеновскому облу- ТРЕДОН 
чению и после этого посеяны. У 55 из 400 обследованных ростков обнару- (1822—18 
жены заметные мутации. Проверьте гипотезу о том, что истинная частота 
мутаций при этой дозе равна 10%. 

Д.42. Обозначим длину колоса пшеницы через х (дюймов). Объясните 
точно, что означают слова «вероятность того, что х меньше 7, равна 0,05. 

Д.43. Из некоторой мутантной породы мышей сделана выборка, содер- 
жащая 25 мышей. Предполагается, что длины этих мышей распределены 
нормально. Х оказалось равным 60 мм и 5, равно 10 мм. а) Проверьте 
< 5%-ным уровнем значимости гипотезу, что и равно 64 мм. 6) Объясните, 
что значит «5%-ный уровень значимости» в этом эксперименте. 

Д.44. Используя данные П.43, найдите 95%-ные доверительные пре- 
делы для р = 61 мм. Объясните практическое значение Вашего результата. 

Д.45. Получены следующие данные: 





























Выборка 1 Выборха 2 
№М=10 №М—=10 
3,4 —0,4 45,5 —0,1 
0,7 +3,7 1,9 4,4 
—1,6 0,8 1,8 1,6 
—0,2 0,0 1,1 44,6 
—1,2 +2,0 0,1 3,4 





Определите, являются ли эти две выборки статистически различными 
Д.46. При каких условиях можно пользоваться для определения 
величин т таблицей 
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ПРИЛОЖЕНИЯ 


Приложение 1 


ЧАСТЬ ПИСЬМА 
ГРЕГОРА МЕНДЕЛЯ НЭГЕЛИ 


Высокочтимый господин! 


Приношу искреннюю благодарность за любезно присланные труды. Боль- 
ше всего привлекли мое внимание работы «Образование бастардов в мире 
растений», «О производных растительных бастардах», «Теория образова- 
ния бастардов», «Промежуточные межвидовые формы растений», «Система- 
тический обзор ястребинок в отношении промежуточных форм и границ 
видов». Серьезная разработка учения о бастардах с современных научных 
позиций мне кажется в высшей степени желательной. Еще раз благо- 
дарю Вас! 

Относительно статьи, которую Ваше высокородие любезно приняли, 
мне кажется необходимым добавить следующее. Опыты, о которых в ней 
говорится, проводились с 1856 по 1863 г. Мне было небезызвестно, что 
полученный результат нелегко согласовать с нынешним состоянием нау- 
Ки и что в этих условиях опубликование одного изолированного экспери- 
мента вдвойне рискованно как для экспериментатора, так и для дела, им 
защищаемого. Мои усилия были направлены прежде всего на то, чтобы 
сделанные на РЁзит наблюдения проверить опытами на других растениях. 
При еще большем числе скрещиваний, предпринятых в 1863 и 1864 гг., 
я убедился, что нелегко найти растения, которые пригодны для обширно- 
го ряда опытов и что в неблагоприятном случае могут пройти годы без 
достижения желаемого мною результата. Я старался организовать кон- 
трольные опыты, для чего изложил на собраниях местного Общества 
естествоиспытателий опыты с Рёзит. Как и следовало ожидать, я стол- 
кнулся с весьма разноречивыми мнениями, однако никто не предпринял, 
насколько мне известно, повторения опытов. Когда в прошлом году мне 
предложили опубликовать доклад в трудах Общества, я согласился после 
того, как еще раз просмотрел записи опытов различных лет и не обнару- 
жил никакого источника ошибки. Посланная статья является точной 
копией конспекта упомянутого доклада, отсюда краткость изложения, 
требуемая вообще для докладов Общества. 

Для меня не явилось неожиданностью, что Ваше высокородие будет 
говорить о моих опытах © недоверчивой осторожностью; в подобном 
случае я бы поступил так же. Два места в Вашем письме кажутся мне 
особенно важными, и я не могу не упомянуть о них. Первое касается 
вопроса, можно ли делать вывод о полной константности, если бастард 
Аа производит растение А, которое в свою очередь снова дает только А. 

На это я позволю себе заметить, что я как эмпирик под константно- 
стью понимаю не что иное, как сохранение свойств в течение наблюдаемо- 
го периода. Мои данные о том, что среди потомков гибридов часть остает- 
ся константной, могут распространяться только на те поколения, которые 
находятся под наблюдением, и не далее. На двух поколениях были про- 
ведены опыты с большим числом растений. Начиная с третьего поколения, 
количество пришлось ограничить из-за нехватки места, а именно таким 
образом, что в дальнейшем под наблюдением находились для каждого 
из семи опытов только отдельные растения из тех, которые во втором 
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поколении остались константными, и из тех, которые варьировали. 
Наблюдение продолжалось до 4—6 поколений. Отдельные растения из 
константной группы обоих опытов наблюдались по четвертое поколение 
включительно. Далее, я не могу не упомянуть о том случае, когда одна 
разновидность, чьи исходные родительские формы различались по четырем 
признакам, на протяжении 6 поколений не варьировала. А именно 
в 1859 г. из первого поколения гибридов был получен весьма плодонос- 
ный отпрыск с большим количеством вкусных семян. Так как его потомки 
в последующие годы сохранили хорошие свойства и оставались такими 
же, эта разновидность разводилась на огороде и ежегодно культивирова- 


лась по 1865 г. включительно во многих экземплярах. Исходными расте- 
ниями являлись 66) и ВСас. 


В белок желтый Ь белок зеленый 

С семенная кожура серовато- с семенная кожура 
коричневая белая 

Р 60б выпуклый 4 б0б с перехватами 
С ось длинная 5 ось короткая 


Уномянутый отпрыск был ВеОС. 


Окраска белка могла быть исследована только у тех растений, которые 
предназначались для получения семян, так как бобы остальных растений 
собирались недозрелыми. В этих растениях ни разу не встретилась зеле- 
ная окраска белка, также не наблюдалась лилово-красная окраска цвет- 
ка (признак коричневой семенной кожуры), перехваты боба или корот- 
кая ось. 

Таковы мои наблюдения. Не берусь судить, можно ли отсюда сделать 
окончательный вывод о возникновении константности; сознаюсь, однако, 
что я склонен рассматривать расхождение исходных признаков Рёзит, 
происходящее у потомков гибридов, как абсолютное и устойчивое. Отпры- 
ски гибридов обладают лишь одним из обоих исходных признаков или 
их гибридной формой; постененных переходов к исходным признакам или 
же последовательного приближения к ним я не наблюдал. Ход развития 
состоит попросту в том, что в каждом поколении непосредственно из 
гибридной формы раздельно и неизменными возникают оба исходных 
признака и ничто не говорит о каком-либо заимствовании или унаследова- 
нии друг от друга. Чтобы привести лишь один пример, я хочу сослаться 
на посланные Вам пакеты под номерами 1035—1088. Эти семена взяты от 
первого поколения гибрида, у которого были семена как с коричневой, 
так и с белой кожурой. Из коричневых семян этого гибрида произросли 
растения, часть которых имела только белую окраску семенной кожуры 
без какой-либо примеси коричневого цвета и, как я и ожидал, сохраняла 
то же постоянство по этому признаку, что и исходная форма. 

Второе место (в Вашем письме), на котором я хотел бы остановиться, 
содержит слова: «Вы можете считать формулы эмпирическими, так как 
рациональными они не являются». 

Все мои опыты над отдельными признаками приводили к тому резуль- 
тату, что из семян гибридов произрастают растения, из которых полови- 
на снова несет гибридные признаки (Аа), а в другой половине оба исход- 
ных признака (А и а) встречаются поровну. В среднем из каждых четырех 
растений два имеют гибридные признаки Аа, одно имеет исходный при- 
знак А и одно — признак @. Отсюда 2Аа -- А +а или МЕ 2Аа + а 
являются простым эмпирическим рядом развития для каждой пары раз- 
личающихся признаков. Точно так же эмпирическим путем было доказано, 
что если в гибриде объединены два или три различающихся признака, то 
Ряд развития представляет собой комбинацию двух или трех простых 
Рядов. Я полагаю, что меня до сих пор нельзя было упрекнуть в том, что 
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я перестал опираться на мои эксперименты. Если я, жене. распро- 

б азвития на любое количество 
страню комбинирование простых рядов Р ОВО 
различий между обоими исходными растениями, то тем на 68 кл = 
на рациональный путь. Я считаю это допустимым, так как = ие 
предыдущих экспериментов я нашел подтверждение тому, что р тие 
каждых двух различающихся признаков происходит независимо от дру- 
гих отличий. Что касается данных о различиях зародышевых пузырьков 
и пыльцевых клеток, образованных у гибридов, то они тоже опираются на 
опыты. Эти и подобные им опыты по оплодотворению клеток кажутся мне 
важными, так как я надеюсь по их результатам объяснить наблюдаемое 
развитие гибридов РЁ5ит. Эти опыты надо проконтролировать путем 
повторения в первую очередь. 

Я весьма сожалею, что не в состоянии прислать Вашему высокородию 
семена тех разновидностей, которые Вы хотели бы получить. Как я упо- 
минал ранее, описываемые опыты проводились по 1863 г. включительно; 
в этом году они были прекращены, чтобы?получить место и время для 
культивирования других подопытных растений. Семян от этих опытов 
больше нет. Был продолжен только один эксперимент по различию во вре- 
мени цветения, и от него еще сохранились семена из урожая 1864 г. Это 
последние, собранные мною семена, так как упомянутый опыт в следую- 
щем году пришлось прекратить из-за сильных опустошений, произведен- 
ных гороховым жуком Втисйиз р!5й. Это насекомое, которое в предыду- 
щие годы появлялось лишь на отдельных растениях, в 1864 г. причинило 
немалый ущерб, а в следующем году появилось в таком количестве, что 
осталась неповрежденной лишь четвертая или пятая часть семян. В окрест- 
ностях Брюнна пришлось в последние годы совершенно прекратить 
посадку гороха. Из сохранившихся семян некоторые можно использовать; 
в частности, среди них имеются разновидности, касательно которых 
я предполагаю, что они не будут варьировать; они происходят от гибри- 
дов, в которых были объединены 2, Зи 4 различающихся признака. Семе- 
на взяты от членов первого поколения, следовательно, от растений, кото- 
рые произошли непосредственно из семян начальных гибридов. 

Если бы просьба Вашего высокородия не соответствовала моим жела- 
ниям, я бы, очевидно, подумал, прежде чем послать эти семена для опытов. 
Я боюсь, что частично они утратили всхожесть, кроме того они происхо- 
дят от того периода, когда повсюду находили Втисйиз рЁзё ‚ который, как 
я полагаю, мог занести пыльцу. И наконец, я должен еще раз упомянуть 
о том обстоятельстве, что растения были предназначены для исследова- 


семян учитывались и остальные различия, но, вероятно, это делалось не 
© такими предосторожностями, как в случае, предназначенном для глав- 
ного опыта. Номера пакетов вместе с обозначениями, выписанные на 
отдельном листочке, соответствуют тем, которые я при сборе семян надпи- 
сывал карандашом на конверте для каждого растения. Доминирующие 
признаки обозначены: АД, В, С, Ребе бекиня позволил себе вначале 
Указать на их двойное значение. Рецессивные признаки имеют обозна- 
чения а, 6, с, 4, е, [, в; они должны остаться неизменными и в последую- 
щих поколениях, причем от семян, взятых от растений с исключительно 
рецессивными признаками, мы должны ждать совершенно такие же рас- 
тения (в отношении рассматриваемых признаков). 

Для избежания возможной ошибки в обозначении, я дружески про- 
шу Вас учитывать номера пакетов с семенами, поскольку они совпадают 
с номерами моей описи. В каждом пакете находятся семена только от 
одного растения. 

Некоторые из имеющихся разновидностей пригодны для опытов 
с половыми клетками, результат которых мы сможем Увидеть еще этим 
летом. Для этого я бы рекомендовал круглые желтые семена из пакетов: 
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745, 730, 736, 741, 742, 745, 756, 757 и, кроме того, зеленые угловатые 
семена из пакетов 712, 719, 734, 737,149, 750. Повторные опыты подтверди- 
ли, что при опылении растения с зелеными семенами тем растением, кото- 
рое имеет желтые семена, белок опыленного семени теряет зеленую окрас- 
ку и приобретает желтую. То же самое относится к форме семян. Если 
опылить растения с угловатыми семенами теми, у которых семена круглые 
пли кругловатые, то опыленные семена всегда получают круглую или 
кругловатую форму. Из изменений, которым подвергаются цвет и форма 
семян в результате опыления чужой пыльцой, можно сделать соответот- 
вующий вывод о свойствах пыльцы, предназначенной для опыления. 

Пусть В означает желтую окраску белка, ь — зеленую, А — круглую 
форму семени, а — угловатую. 

Если цветки растений, семена которых при самоопылении зеленые 
и угловатые, при опылении чужой пыльцой сохраняют зеленый цвет 
и угловатость семян, то оба признака растения, дающего пыльцу, равно- 
значны — 46. 

Если изменяется форма цветка, то пыльца взята от растения А. 

Если изменяется цвет цветка, то пыльца взята от растения аВ. Если 
изменяется и цвет и форма цветка, то пыльца взята от растения АВ. 

В вышеуказанных пакетах находятся семена, полученные от гибри- 
дов а6 -- АВ: круглые и желтые, круглые и зеленые, угловатые и желтые, 
угловатые и зеленые. Для эксперимента наиболее пригодны круглые 
и желтые семена. Среди них могут встретиться виды АВ, АВЬ, АаВ, АаВЬ; 
следовательно, возможны четыре случая, когда растения, выращенные 
из зеленых угловатых семян, опыляются пыльцой растений, выращенных 
из угловатых и желтых семян, а именно: 


1. 4+ АВ 

И. 4&- АВЬ 
ИТ. 46+ АаВ 
ТУ. 45 -- АаВЬ 


Если правильно предположение, что гибриды образуют столько пыль- 
певых клеток, сколько существует постоянных видов комбинаций, то 


растения АВ дают пыльцу со свойствами АВ 


» АВЬ » У» у АВ и 2 
» АаВ » х » АВ и аВ 
» АаВЬ » фе» у АВ, АБ, а и аВ 


В соответствии с этим оплодотворяются: 


Т. зародышевые пузырьки а5 пыльцой АВ 
п. » у аь › АВи А 
ИТ. » у аб › АВиавВ 
ТУ. у у аь › АВ, Аб, аВ и а6 


ний получаются следующие возможные разновидности: 


1. АаВЬ 
П. АаВЬ и Ааб 
11. АаВЬ и аВЬ 
ТУ. АаВЬ, Аа, аВЬ и аб 


От этих оплодотворе 


Если различные виды пыльцы образуются в равном количестве, то, 


следовательно: 
Г все семена окажутся крУу 
1) половина — круглые и желт 
ПП половина — круглые и жел 


глыми и желтыми; 
ые, половина—круглые и зеленые; 
тые, половина — угловатые и желтые; 
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у у круглые и зеленые, 
» у угловатые и желтые, 
у » угловатые и зеленые. 

Так как, далее, между АВ, АВЬ, АаВ, АаВЬ наблюдается соотноте 
ние 1 :2:2:4, то в среднем на каждые 9 растений, выращенных из круг- 
лых желтых семян, приходится АаБЬ — 4 раза, АВВ и АаВ — каждое 
по 2 раза и АВ —1 раз и, таким образом, четвертый ‚тип встречается 
в 4 раза чаще, чем первый, ив 2 раза чаще, чем второй и третий. 

Если, наоборот, опылить растения, выращенные из упомянутых 
круглых и желтых семян, пыльцой растений из угловатых зеленых семян, 
то успех будет точно такой же, при условии, что зародышевые пузырьки 
образуются в том же соотношении и с теми же свойствами, как было 
указано для пыльцы. 

Подобного опыта я сам не проводил; полагаю, однако, судя по успеху 
других сходных опытов, что можно с уверенностью рассчитывать на 
Указанный результат. 

По тому же методу следовало бы поставить отдельные опыты для каж- 
дого из обоих признаков семян, для чего пригодны все круглые семена, 

которые появились на одном растении одновременно с угловатыми, 
а также все желтые, появившиеся вместе с зелеными. Если, например, 
опылить растения с зелеными семенами пыльцой от растений с желтыми 
семенами, то полученные семена должны либо: 1) все быть желтыми; 
2) наполовину желтыми и наполовину зелеными, так как растения, 
полученные от желтых семян, относятся к видам В и ВЬ. Если, далее, 
В и ВЬ имеют численное соотношение 1 : 2, то второй случай встретится 
вдвое чаще, чем первый. 

Для остальных признаков опыты могут проводиться по такому же 
методу, однако результат можно получить только в следующем году. 

Опыты продвигаются медленно, да иначе и не может быть. Сначала 
необходимо терпение, но позже дело пойдет лучше, когда одновременно 
будет проводиться много опытов. С начала весны до осени ежедневно 
напряженно ждешь нового, и необходимы огромные усилия, чтобы защи- 
тить растения. Если мои опыты будут способствовать в какой-то степени 
решению проблемы, я буду вдвойне счастлив. 


Примите выражение искреннего уважения от преданного Вам 
Г. Менделя. 


(Старый Брюнн, чюнастырь Св. Фомы) 
Брюнн, 18 апреля 1867 г. 
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Приложение П 


ЗНАЧЕНИЕ ГЕНЕТИКИ ДЛЯ ФИЗИОЛОГИИ 
И МЕДИЦИНЫ 


Т. МОРГАН 


Нобелевская лекция, 1934 г. 


Учение о наследственности, называемое теперь генетикой, претерпело 
в настоящем веке такое исключительное развитие как в теоретической, так 
и в практической области, что в короткой речи не представляется возмож- 
ным дать даже краткий обзор всех его важнейших достижений. В лучшем 
случае я смогу лишь выдвинуть на обсуждение несколько наиболее 
существенных вопросов. 

Так как группа исследователей, с которыми я работал в течение 20 лет, 
интересовалась главным образом хромосомным механизмом наследствен- 
ности, то я сначала дам краткий очерк взаимоотношений между фактами 
наследственности и теорией гена. Затем я хотел бы обсудить одну из 
физиологических проблем теории гена и, наконец, сказать несколько слов 
о применении генетики в медицине. 

Современная теория генетики беретсвое начало с первых лет текущего 
столетия, когда была открыта давно затерянная работа Менделя, оставав- 
шаяся незамеченной в течение 35 лет. Данные, полученные де Фризом 
в Голландии, Корренсом в Германии и Чермаком в Австрии, показали, 
что законы Менделя не ограничиваются садовым горохом, а применимы 
ик другим растениям. Одним или двумя годами позже работы Бэтсона 
и Пённета в Англии и Кэно во Франции сделали очевидным, что эти же 
законы применимы и к животным. 

В 1902 г. Уильям Сёттон, молодой студент, работавший в лаборатории 
Е. В. Вильсона, окончательно установил, что общеизвестное поведение 
хромосом во время созревания половых клеток позволяет объяснить 
характер разделения наследственных единиц, постулированный теорией 
Менделя. 

Открытие механизма, способного объяснить первый и второй законы 
Менделя, имело выдающиеся последствия для теории генетики, особенно 
же для открытия дальнейших законов, ибо признание механизма, кото- 
рый может быть видим и прослежен, требует, чтобы всякое расширение 
менделевской теории было согласовано с этим признанным механизмом. 
Кроме того, давно были известны случаи кажущихся исключений из 
менделевских законов. Если бы этот механизм не был известен, такие 
случаи могли бы привести к совершенно необоснованным изменениям 
менделевских законов и даже на первый взгляд умалить их всеобщее 
значение. Теперь мы знаем, что одни из этих «исключений» обусловлены 
открытыми в последнее время свойствами хромосомного механизма, дру- 
тие же — определенными неправильностями в нем. 

Мендель не знал процессов, происходящих при образовании пыльцы 
и яйцевых клеток, которые могли бы послужить основой для его первого 
предположения, что наследственные элементы разъединяются в половых 
клетках таким образом, что каждая зрелая клетка получает только по 
одному элементу каждого сорта. Но Мендель доказал правильность этого 
предположения при помощи проверочного опыта. Его анализ был заме- 
чательным образцом рассуждения, которое было подтверждено экспери- 
ментом, проведенным по всем требованиям науки. 

о времена Менделя фактически не представлялось возможным объек- 
Тивно показать основной механизм, ответственный за распределение 
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наследственных элементов в половых клетках. Подготовка к этому 
открытию продолжалась в течение всех 35 лет, отделяющих годы 1900 
и 1865, когда была опубликована работа Менделя. Именно в этот период 
выдвинулись имена выдающихся европейских цитологов, исследовавших 
поведение хромосом при созревании половых клеток. В значительной 
степени в результате их работы стало возможным в 1902 г. сочетать хоро- 
шо известные цитологические факты с законами Менделя. 

Наиболее важными добавлениями, которые были сделаны к двум 
законам Менделя, являются сцепление и кроссинговер. В 1906 г. Бэт- 
сон и Пённет сообщили о двух факторах у душистого горошка, которые 
не расщенлялись в отношении, ожидаемом для двух пар признаков, 
одновременно входящих в скрещивание. 

В 1911 г. у дрозофилы были найдены два гена, обнаруживавшие сцеп- 
ленное с полом наследование, причем еще раньше было показано, что 
такие гены лежат в Х-хромосомах. При наличии этих двух пар призна- 
ков во втором поколении были найдены отношения, не подтвер ждавшие 
второго закона Менделя; было сделано предположение, что в этих слу- 
чаях эти отношения могут быть объяснены обменом между двумя Х-хромо- 
сомами самки. Было также установлено, что чем дальше друг от друга 
гены таких признаков лежат в хромосоме, тем больше вероятность обмена. 
Это дало возможность приблизительно локализовать одни тены по отно. 
шению к другим. С дальнейшим развитием и разработкой этой идеи и по 
мере накопления фактов создалась возможность показать, что тены 
в каждой хромосоме лежат в линейном порядке. 

Двумя годами раньше (1909) бельгийский исследователь Янссенс 
описал явление, имеющее место при конъюгации хромосом у саламандры 
Вайгасозерз, которое он истолковал как обмен, происходящий между 
гомологичными хромосомами. Он назвал это явление хиазмотинией; 
явление это занимает внимание цитологов и до нынешних дней. Наблю- 
дения Янссенса имели своей ближайшей целью объективно подтвердить 
доказательство генетического обмена сцепленных  тенов, расположен- 
ных в половых хромосомах самки дрозофилы. 

В настоящее время мы распределяем гены на графиках или картах, 
на которых цифры выражают расстояние каждого тена от некоторой 
произвольной точки, принимаемой за нуль (рис. П-—4). Эти цифры дают 
возможность предсказать, как будет наследоваться в отношении всех 
других признаков какой-либо вновь появившийся признак, коль скоро для 
него будет определена частота перекрестов с какими-нибудь другими дву- 
мя признаками. Эта возможность предсказывать уже сама по себе оправ- 
дывает построение таких карт даже в том случае, если бы не было других 
доказательств локализации генов; однако в настоящее время имеются 
и прямые данные, подтверждающие точку зрения, согласно которой гены 
лежат в хромосомах в линейном порядке. 


ЧТО ТАКОЕ ГЕНЫ? 


Какова природа элементов наследственности, которые Мендель постули- 
ровал как чисто теоретические единицы? Что представляют собой тены? 
Имеем ли мы право, после того как мы локализовали гены в хромосомах, 
рассматривать их как материальные единицы, как химические тела более 
высокого порядка, чем молекулы? Откровенно говоря, все эти вопросы 
очень мало занимали внимание тенетиков-экспериментаторов, если не 
считать тех беспочвенных спекуляций о природе постулируемых единиц, 
которые время от времени высказывались ими в печати. Среди генетиков 
нет согласия во взглядах на природу генов,— являются ли они реальны- 
ми или абстракцией, потому что на уровне, на котором находятся совре- 
менные тенетические опыты, не представляет ни малейшей разницы, 
является ли ген гипотетической или материальной частицей. В обоих 
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:дры Генетические карты всех четырех хромосом Ртозора тейаповазет (С. Вгавез). 
жду Одно деление на масшбате соответствует одной единице расстояния на карте 
тией; 
\блю- случаях эта единица ассоциирована со специфической хромосомой и может 
дить быть локализована там путем чисто тенетического анализа. Поэтому если 
ожен- | тен представляет собой материальную единицу, то он есть кусочек хромо- 
сомы; если же тен — абстрактная категория, то он должен быть отнесен 
уртах, к определенному месту в хромосоме, причем к тому же самому, что и при 
‚горой первой гипотезе. Поэтому в практической генетической работе безраз- 
Е Дают лично, какой точки зрения придерживаться. 
всех Между признаками, которыми оперируют генетики, и генами, которые 
, одия постулируются их теорией, лежит целое поле эмбрионального развития, 
р у: в котором присущие тенам свойства проявляются в протоплазме клеток. 
м Здесь мы затрагиваем физиологическую проблему, которая является 
Оз новой и чуждой для классических курсов физиологии. 
дру ся Мы приписываем генам некоторые общие свойства отчасти на основа- 
мет нии генетических данных, отчасти же исходя из микроскопических наблю- 
и дений. Мы можем сейчас рассмотреть эти свойства. 
Так как хромосомы делятся таким образом, что весь ряд генов расщен- 
| ляется (каждая дочерняя хромосома получает точно половину исходного 
| ряда), то мы едва ли можем избегнуть вывода, что гены делятся на точно 
5 | равные части. Но как именно это происходит, — неизвестно. Аналогия 
оу с клеточным делением заставляет предполагать, что и ген делится таким 
тевы же образом; однако мы не должны забывать, что относительно трубый 
й 085 процесс клеточного деления может оказаться несовершенным для объяс- 
коде нения исключительно точного, разделения гена на две равные части. Так 
ла ей как мы не знаем сколько-нибудь сравнимых явлений деления органиче- 
во и ских молекул, то мы должны, следовательно, быть осторожными в при- 
есй ‚ | ТИ пе простой молекулярной структуры- С другой стороны, 
ой 08 | образование в органическом веществе сложной цепи молекул может дать 
ей? и нам со временем возможность лучше представить молекулярную или 
еб 20? сложную структуру гена и укажет путь к пониманию способа его деления... 
00 
я 
зб 36 И. Гершновия 








Приложение Ш 


ОБРАЗОВАНИЕ МУТАЦИЙ 
Г. МЕЛЛЕР 


Нобелевская лекция, 1946 г. 


Если, как утверждал Дарвин, адаптация живых организмов обусловлена 
естественным отбором, а не телеологической направленностью самого 
процесса изменчивости, то для того, чтобы обеспечить процесс отбора 
большим разнообразием, наследуемые вариации должны почти при всех 
условиях происходить во многих направлениях. Это, однако, в опреде- 
ленной степени противоречит широко распространенному мнению, отчасти 
поддержанному и Дарвином, что под влиянием данных внешних условий 
возникают, как правило, только вполне определенные наследуемые вариа- 
ции. Действительно, при этом мы снова встречаемся с той же трудностью: 
как удается возникнуть «соответствующим» вариациям (то есть адаптив- 
ным вариациям) в ответ на «соответствующие» условия (то есть условия, 
к которым эти вариации адаптированы). Более того, в этом вопросе нам не 

помогает и представление де Фриза о мутациях. В соответствии с этой 

точкой зрения существуют внезапные скачки, приводящие к полному 
превращению одного «элементарного вида» в другой с радикальным 

изменением многих признаков сразу, причем число разных, альтернатив- 

ных скачков относительно невелико. Очевидно, что нельзя объяснить, 

как посредством таких резких скачков организмы приобрели столь рацио- 

нальную внутреннюю и внешнюю организацию, или, иными словами, 

оказались столь полно адаптированными. 

Прежние селекционеры, мыслившие в терминах химических реакций 
на макроскопическом уровне, если им вообще приходилось мыслить на 
химическом уровне, слабо понимали Ультрамикроскопическую случай- 
ность процесса, вызывающего наследуемые вариации. Первые исследова- 
тели мутаций, кроме того, не увидели качественной и количественной 
множественности мутаций. Однако скоро результаты опытов Бауэра на 
АпийттЬтит и Моргана на дрозофиле, а также разрозненные наблюдения 
на других видах показали существование многочисленных менделирую- 
щих мутаций, многие из которых вызывали небольшие изменения. Эти 
мутации происходили в разнообразных направлениях и для них не было 
обнаружено заметной связи между типом мутации, характером внешних 
условий и состоянием организма, при которых возникла эта мутация. Эти 
наблюдения лучше согласуются со статистическим представле 
цессе эволюции, основанном на случайностях. В каком, 
можно рассматривать события случайными. Возможно, 
выражением скрытых сил, действующих более детерминиро: 
говоря, было более чем когда-либо очевидно, что наз 
дальнейшего изучения характера возникновения мутаций. 

Если процесс возникновения мутации действительно не телеологичен 
то между характером внешних условий и характером изменения не о. 
но быть никакой связи и, что самое главное, никакой адаптивной связи 
Если мутации действительно столь многочисленны и столь разнооб азны, 
как этого требует теория естественного отбора, основная масса ен 
должна быть вредной, точно так же, как произвольное изменение в слож- 
ном аппарате, сделанное вслепую, обычно вредно отражается И 
работе. Многие из самых больших изменений должны быть дажо ты 
стью несовместимы с его работой или, как мы товорим, должны быть 
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летальны. Таким образом, как это ни странно выглядит на первый взгляд, 
следует ожидать, что в случае правильности теории естественного отбора 
большинство мутаций должно быть вредными. Следует еще ожидать, что 
эти в основном вредные изменения должны быть очень разнообразными по 
своей генетической природе. 


ЧАСТОТА МУТАЦИЙ 


Для того, чтобы получить данные в этом направлении, необходимо вырабо- 
тать специальные генетические методы, приспособленные для обнаруже- 
ния мутаций, которые обычно ускользают от наблюдения. К ним отно- 
сятся, во-первых, летали, во-вторых, изменения малые, но все же замет- 
ные, и, в-третьих, изменения, внешне незаметные, но в большей или 
меньшей степени неблагоприятно влияющие на яжизнеспособность.Объяс- 
нение этих методов увело бы нас сейчас слишком в сторону. Достаточно 
сказать, что в них используется принципи, состоящий в том, что для начала 
хромосома, как мы говорим, «маркируется» одним или несколькими извест- 
ными мутантными тенами с заметными видимыми эффектами, для того 
чтобы отличить ее от другой гомологичной хромосомы. Следует ожидать, 
что при соответствующем размножении особи с такими отличающимися 
хромосомами образуется две группы заметным образом отличающихся 
потомков, причем в определенном соотношений. Если, однако, в одной 
из хромосом появится летальная мутация, ее возникновение будет отмече- 
но отсутствием соответствующей ожидаемой группы потомков. Аналогично, 
мутантный ген с незаметным, но В какой-то мере вредным, хотя и не пол- 
ностью летальным действием, будет обнаружен при уменьшении числен- 
ности соответствующей группы потомков по сравнению с ожидаемой. 
Кроме того, при такой постановке опытов увеличивается вероятность 
обнаружения генов с очень небольшими видимыми эффектами. Действи- 
тельно, малый эффект можно не заметить в одной особи, но в целой группе 
потомков легче обнаружить тенденцию в сторону отличий по какому- 
либо признаку от соответствующей группы потомков, возникшей от не- 
мутанта. 

В первых опытах такого рода, проведенных в 1948—1949 гг. Альтен- 
бургом и мною, частично совместно, удалось получить четкие данные о том, 
что у ОгозориИа летальные мутации возникают гораздо чаще мутаций, 
дающих видимый эффект, и что среди последних мутации со слабым про- 
явлением встречаются гораздо чаще мутации с четким заметным эффектом, 
которые используются в обычной генетической работе. Большинство 
мутаций как четко видимых, так и со слабым проявлением обладали 
пониженной жизнеспособностью. Исследование генетической природы 
полученных мутаций с использованием новых тогда фактов о сцеплении 
показало, что они очень разнообразны по месту своей локализации в хромо- 
соме. Можно было подсчитать, что спонтанно должны возникать по край- 
ней мере сотни, а то и тысячи разных типов мутаций. В работах, сделан- 
ных гораздо позже © использованием индуцированных мутаций, было 
показано (в независимых опытах автора этих строк и Керкиса, а также 
Тимофеева-Ресовского © сотрудниками, проведенными в 4934 г.), что 
«невидимые» мутации, которые за счет тех или иных физиологических 
изменений уменьшают жизнеспособность, не являясь полностью леталь- 
ными, составляют наиболее многочисленную группу из всех обнаружен- 
ных до сих пор мутаций. Таких мутаций по меньшей мере в 2—3 раза 
больше полных леталей. Кроме того, наверняка возникает еще столько же, 
если пе больше, мутаций, эффект которых столь мал, что совсем не может 
быть обнаружен нашими сравнительно грубыми методами. Именно среди 
них вероятней всего обнаружить те редкие случаи, когда при данных 
Условиях пли в комбинациях © другими мутациями мутация обладает 
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Опыты Тимофеева-Ресовского 
что даже среди более заметных видимых мутаций 
рые в определенных комби- 
в лабораторных условиях. 
ппы потомков с опре- 


определенным адаптивным значением. 


показали, однако, 
встречается некоторое количество таких, кото 
нациях приводят к адаптивным преимуществам 

Сам метод обнаружения по отсутствию целой гру 
деленным четким признаком позволяет выявлять летали более надежно, 
независимо от субъективных свойств исследователя, чем нечеткие, неви- 
димые или просто вредные мутации. К счастью встречается довольно мало 
промежуточных случаев, когда мутация почти полностью, но не совсем 
летальна. Так как летальные мутации встречаются гораздо чаще ярко- 
выраженных видимых мутаций и могут быть объективно выявлены, оказа- 
лось возможным использовать летали в качестве меры частоты мутации, 
несмотря на тот недостаток, что для обнаружения летали необходимо 
размножение, а не простое обследование особи, несущей мутацию. В ранее 
опубликованной работе мы (Альтенбург и автор этих строк) попытались 
не только найти количественное значение «нормальной» частоты мута- 
ций, но и выяснить, влияют ли на частоту мутаций определенные условия, 
которые, как мы считали, представляют особый интерес. В конечном 
счете мы намеревались использовать этот метод для исследования роли 
самых разнообразных условий. Условием, выбранным для первых опытов, 
была температура, и результат, подтвержденный впоследствии работами 
автора, свидетельствовал о том, что с увеличением температуры в нормаль- 
ных для организма пределах частота мутаций увеличивалась так, как 
если бы мутация в основном представляла собой обычную химическую 
реакцию. 


МУТАЦИИ КАК ХИМИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ 


дир 
тысячи лет серия мутаций в ке числе иде о 
соответствует течению обычной химической же ве в 
реакции, происходящей среди 
громадного числа молекул, заключенных в лабораторную пробирку 
и протекающей в течение долей секунд. Разница в скорости связана с тем, 
что индивидуальный ген в своем биологическом окружении гораздо се 
бильнее обычной химической молекулы при воздействии на нее различных 
реагентов. Таким образом, мутации, взятые в целом, должны во 
статистическим законам, приложимым к массовым реакциям тогда как 
индивидуальная мутация соответствуетизменению одной молекулы идолжна 
подвергаться случайностям ультрамикроскопических или пит б. 
тий. Появление же мутантной особи является грандиозным Е 
этого явления. Этот принцин дает ключ к пониманию того ни 
иначе находится в противоречии с рациональной, научной, макро. ии: 
ски детерминистской точкой зрения, согласно которой различия ет 
условиях или в состоянии живого существа не влияют, по-ви ыы яж 
никновение мутаций, и наоборот, в нормальных СО кы 
ловиях возникают мутации разного типа. Этот принцип согл не 
с тем фактом, обнаруженным нами примерно в то же пары: 
возникновении мутации в данном гене другой идентич время, что при 
щийся в той же клетке, обычно не изменяется, хотя он, к ный ген, находя- 
в тех же самых макроскопических физико- Е онечно, находится 
и мутировавший ген. По этой концепции мутации = Условиях, что 
в результате субмикроскопических случайных и ычно возникают 
«капризов» теплового движения, происходящего на ‚ Т.е. в результате 
молекулярном уровнях. Впоследствии Дельбрюк молекулярном и суб- 
в более подробной работе о влиянии температу и Тимофеев-Ресовский 
чение частоты мутаций с повышением температура показали, что увели- 
Ры происходит быстрее, 
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чем это происходило бы в случае обычной хим ической реакции в про- 
бирке, причем в соответствии с тем, чего следовало ожидать для реакции 
с такой низкой абсолютной скоростью (т.е.с малой долей молекулярных 
изменении в единицу времени), которая вытекает из наблюдаемой часто- 
ты мутаций. Это количественное совпадение помогает подтвердить пра- 
вильность всеи концепции в целом. 

Далее, вывод о немакроскопической природе индивидуальной мута- 
ции, столь отличающей ее от остальных макроскопически обнаружимых 
химических изменений, естественно привел к предположению, что неко- 
торые «точечные эффекты», вызываемые излучениями высокой энергии 
тина рентгеновых лучей, могут вызвать также и изменения в генетическом 
материале. Поскольку мутацию вызывает даже такое относительно мягкое 
воздействие, как тепловое возбуждение, очевидно, что энергетически 
тораздо более сильное возбуждение, вызванное радиацией, также должно 
вызывать мутации. И действительно, наши исследования по применению 
рентгеновых лучей, проведенные с помощью таких же генетических мето- 
дов, как и ранее поставленные исследования о роли температуры» показа- 
ли, что радиация гораздо эффективнее простого увеличения температуры, 
поскольку за полчаса облучения в обработанных клетках можно получить 
раз в 400 больше мутаций, чем их возникнет спонтанно за целое поколе- 
ние. Было обнаружено, что эти мутации также обычно возникают локаль- 
но и случайно в единичном гене, не затрагивая в то же время идентичного 
гена, который может присутствовать поблизости в гомологичной хромосоме. 


РАДИАЦИОННЫЕ ЭФФЕКТЫ 


Кроме изменения индивидуальных генов радиация вызывает перегруп- 


пировки частей хромосом. Как показали наши последующие работы 
(в частности, с сотрудниками, особенно с Райхаудхьюри и Понтекорво), 
эти изменения возникают в первую очередь в результате разрывов хромо- 
сом, за которыми следует присоединение разорванных концов другк друту, 
в результате чего они соединяются не в том порядке, как ранее. Два или 
несколько разрывов, участвующих в такой перестройке, могут распола- 
таться далеко друг от друга и быть вызваны разными ударами 
и таким образом приводят к тому, что мы называем крупными структурны- 
ми изменениями. Эти изменения бывают разного типа в зависимости от 
того, тде именно произошли разрывы и какие именно образовавшиеся 
концы соединились друг с другом. Несмотря на то, что индивидуальные 
«удары» обладают в общем весьма локальным действием, не так уж редко 
в близлежащих точках происходят два разрыва, что равносильно одному 
локальному изменению (или по крайней мере одной локальной группе 
изменений), влияние которого распространяется на определенное рас- 
стояние в обе стороны. Воссоединение в новом порядке разорванных кон- 
цов, возникших в результате таких соседних разрывов, приводит к мел- 
ким изменениям последовательности тенов. Как правило, маленькие 
участки, расположенные между двумя разрывами, теряются («нехватка»), 
но иногда они меняют ориентацию («инверсия») или даже попадают 

в совершенно другую область хромосомы, ставшую доступной в результа- 
те образования в ней независимого разрыва. 

И ранние и последующие работы с сотрудниками (Оливер, Хансон и др.) 
четко показали, что частота тенных мутаций прямо пропорциональна 
дозе облучения, независима от длины волны, от вида облучения, будь то 
рентгеновы, \- или даже В-лучи, и от времени облучения. С тех пор эти 
факты были подтверждены © большой точностью, особенно в работах 
Тимофеева-Ресовского с сотрудниками. В нашей сравнительно недавней 
работе с Райхаудхьюри эти принципы были распространены для у-лучей 
на столь малые дозы, как 400 рентген истоль малую интенсивность облу- 
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чения, как 0,01 рентген в минуту. Эти данные, как мы думаем, неизбежно 
приводят к заключению, что пороговой дозы не существует и что индиви- 
дуальная мутация происходит в результате индивидуального «удара», 
вызывающего генетический эффект в непосредственной близи от него, 
Пока не решено, являются ли эти так называемые «удары» отдельными 
ионизациями или возбуждениями на более низких энергетических уровнях 
или напротив для них требуется скопление ионизаций, которые встре- 
чаются на концах электронных треков и на их боковых ветвях (на эту 
возможность указали Ли и Фано). Но в любом случае они являются даже 
при микроскопическом рассмотрении тем, что мы называем «точечными 
мутациями», поскольку при них происходят изменения лишь на ультра- 
микроскопическом уровне. Возникновение или невозникновение этих мута- 
ций в определенной точке является вероятностным процессом, причем 
этот термин употребляется в том же значении, что и в математической 
статистике. 

Естественно, что вызывать мутации могут не только фотоны, но 
и другие агенты, способные давать аналогичные эффекты, что было пока- 
зано сотрудниками Альтенбурга в Хаустоне для нейтронов (Нагаи и Лохер) 
и для а-лучей (Уард) и подтверждено Тимофеевым-Ресовским и его сотруд- 
никами (Циммером и др.). Более того, как показал Альтенбург, на гены 
оказывают влияние даже еще меньшие квантовые изменения, вызванные 
ультрафиолетовыми лучами. Однако они вызывают относительно малое 
число перестроек участков хромосомы (Меллер и Маккензи) и даже прояв- 
ляют тенденцию к подавлению таких перестроек, как было показано 
Свенсоном, а затем Кауфманом и Холлендером. Поскольку эффективные 
удары ультрафиолета представляют собой скорее всего случайным обра- 
зом разбросанные изменения отдельных атомов в пуринах и пиримидинах, 
входящих в состав хромосом, а не изменения в группе атомов, кажется 
вероятным, что во всяком случае для возникновения генных мутаций не 
нужны скопления ионизаций. Однако мы не можем быть уверенными 
в этом до тех пор, пока не будет лучше известна связь между частотой 
мутаций и дозой ультрафиолетовых лучей. 


ИНДУЦИРОВАННЫЕ И СПОНТАННЫЕ МУТАЦИИ 


Ввиду того, что изменения генов, вызванные радиацией, наверняка имеют 
случайную природу, не предумышлены и не телеологичны в отношении 
ценности конечного результата для организма и его потомков, интересно 
сравнить их с так называемыми спонтанными, естественными мутациями. 
Действительно, радиационные мутации дают нам критерий того, какими 
должны быть на самом деле случайные изменения. Сейчас показано, что 
У дрозофилы мутации генов, индуцированные излучением (мы исключаем 
здесь обнаружимые хромосомные перестройки), во всех отношениях, по 
которым было проведено сравнение, походят на мутации, возникающие 
естественным путем в лаборатории или в природе. Они обычно происходят 
в одном гене, не затрагивая идентичного аллельного гена, расположенного 
поблизости. Они примерно также распределяются по хромосомам. Их 
эффект может быть как значительным, так и малым и у них наблюдается 
примерно такое же соотношение числа полностью летальных и так назы- 
ваемых видимых генных мутаций. Таким образом, нет данных о том, что 
мутации, индуцированные радиацией, более вредны. Если мы обратим свое 
внимание на конкретные гены, то обнаруживается, что в обоих случаях 
может возникнуть полная серия разных форм или аллелей этих генов, 
сходных, а во многих случаях практически идентичных друг другу. 
Действительно, если достаточно долго искать, под действием радиации 
можно получить точно такую же мутацию, что и любая естественная 
мутация. Более того, при всех проверенных условиях жизни организма 
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эффект оказывается случайным как при облучении, так и без него, в послед- 
нем случае он обнаруживается, правда, с гораздо меньшей частотой. Не 
означает ли все это однозначным образом, что естественным мутациям 
действительно не свойственно давать именно адаптивные формы или даже 
различаться в целом в зависимости от естественных условий? Иными сло- 
вами, мутацию нельзя описать как макроскопическое событие. Мутации 
должны возникать в результате ультрамикроскопических случайных 
событий молекулярного и субмолекулярного движения, т. е. индивиду- 
альных квантовых переходов, вызванных тепловым возбуждением, если 
использовать этот термин в широком смысле. Чтобы отвергнуть этот 
вывод, остается единственная лазейка, а именно предположение, что 
спонтанные мутации вызываются естественной радиацией, источником 
которой являются радиоактивные вещества и космические лучи, но 
простой расчет (Мотт-Смита иавтора в сотрудничестве с другими) показы- 
вает, что интенсивность этой радиации совершенно недостаточна для того, 
чтобы объяснить ббльшую часть мутаций, возникающих у большинства 
организмов. 

Но утверждение, что большинство естественных мутаций является 
результатом квантовых переходов, вызванных тепловым движением, и что, 
кроме того, для возникновения мутации необходимо достигнуть опреде- 
ленного энергетического уровня, не означает, как это, по-видимому, подра- 
зумевают некоторые авторы, что никакие физико-химические условия 
внутри и вне организма, кроме температуры, не оказывают влияния на 
частоту их возникновения. То, что такие обстоятельства могут играть 
заметную роль, было очевидно с самого начала, когда при исследовании 
спонтанной частоты мутаций было обнаружено (в 1924 г., опубликовано 
в 1928 г.), что в одной генетической линии частота мутаций раз в 10 боль- 
ше, чем в другой. Позднее мы обнаружили, что на разных стадиях жизнен- 
ного цикла одного и того же организма частота мутаций может сильно 
отличаться. И наконец работа Ауэрбах и Робсона показала, что горчичный 
газ и родственные вещества могут вызывать мутации с такой же высокой 
частотой, как и большие дозы рентгеновых лучей. Однако во всех этих 
случаях эффект также подвержен случайным колебаниям; каждое инди- 
видуальное событие неконтролируемо и неадаптивно. 

Следует еще отметить в связи © этим, что не при всех условиях гены 
одинаково подвержены мутационному действию даже рентгеновых лучей. 
Например, гены спирализованных хромосом спермиев изменяются легче 
тенов, находящихся в более обычном состоянии «покоя».Мы уже упомина- 
ли о том, что ультрафиолетовые лучи, как показал Свенсон, кроме соб- 
ственного мутационного действия, подавляют процесс разрывов хромосом 
или во всяком случае процесс воссоединения разорванных участков 
в новом, жизнеспособном порядке. В недавних же опытах Холлендера 
и Кауфмана было показано, что инфракрасные лучи обладают противо- 
положным действием. Стадлер в своей замечательной работе по возникно- 
вению мутаций у злаков, начатой независимо от нас, получил данные, 
что на этом объекте рентгеновы лучи в применяемых дозах не вызывают 

заметного увеличения частоты генных мутаций, но индуцируют значи- 
тельное количество разрывов хромосом, приводящих и к крупным и к мел- 
ким перестройкам участков хромосом. Либо У этого объекта о более 
стабильны к действию рентгеновых лучеи, чем к тепловому воз уждению, 
либо одновременно © генным изменением рентгеновы лучи ри разрыв 
или потерю. С другой стороны, тенные мутации, сы ные тем, 
которые спонтанно возникают У этих растений, вызываются более мягкими 


ия. 
Ат полетового излучен Е 
ами ультраф пжны были ожидать таких вариаций эффектив- 
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тия, которое обычно является началом генной мутации. Существование 
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этих вариаций позволяет надеяться, что дальнейшее их изучение поможет 
лучше понять природу мутационного процесса, а также генетического 
материала, подверженного изменению. 


КОНТРОЛИРУЕМЫЕ МУТАЦИИ? 


Никто сейчас не может ответить на вопрос, можно ли найти такие специ- 
альные воздействия, подобные, например, специфическим антителам, 
которые могут вызвать изменение индивидуальных генов. Очевидно, 
следует продолжать поиски таких воздействий, а также способов увели- 
чения контроля над микроскопическими и субмикроскопическими событие 
ями. Однако пока нет никаких достоверных данных о том, чтобы нечто 
в этом духе было проделано искусственно или происходило естественно. 
Очевидно, что нельзя выработать единого метода контроля состояния 
гена, если он вообще возможен, без более глубокого, чем сейчас, знания 
тонкой химической структуры и функций самых сложных и разнообраз- 
ных из существующих веществ, а именно нуклеопротеидов, белков вообще 
и ферментов в частности. Работы Самнера, Нортропа и Стэнли и других 
химиков, изучающих белки, дают указания в этом направлении, однако все 
согласятся, что здесь начинается длинная и запутанная система дорог. 
Правда, известны некоторые случаи, когда определенные мутабиль- 
ные гены изменяются в ответ на соответствующие условия. Такие случаи 
могут помочь пролить свет на структуру гена, но пока у нас нет никаких 
указаний, что изменения этих генов, которые в большинстве известных 
случаев являются ненормальными генами, имеют что-то общее с обычны- 
ми естественными мутациями. Известно также, что у бактерий и у виру- 


всегда оказывается, что действующие вещества и вещества, наличие кото- 
рых затем индуцируется, оказываются идентичными, так что можно 
подозревать, что они на самом деле определенным образом внедрились 
в клетки, и поэтому здесь мы не имеем дела с истинными специфическими 
индуцированными мутациями. 

До сих пору нас нет ни способов, ни перспектив индукции по желанию 
определенных мутаций в обычных организмах. Однако в качестве первого. 
шага в этом направлении, если оно вообще возможно, можно рассматри- 
вать получение большого количества случайных мутаций. Пока мы не 


возникающих мутаций, поскольку подавляющее большинство из них, не 
являясь адаптивными, обладает вредными свойствами. Для заметного. 
прогресса обычно необходимо накопление значительного 
шагов в этом трудном селективном процессе. Большинство из них являет- 
ся индивидуальными маленькими шагами, но, как показали межвидовые 
и межродовые скрещивания, возможен ряд больших резких шагов, 
которые, по терминологии Хаксли, были «забуферены» небольшими 
изменениями, приготовившими организм к ним. Это накопление многих 
редких, как правило, незначительных изменений, является не только 
основным способом искусственного усовершенствования животных и расте- 
ний, но даже в большей степени характерно для протекания естественной 
эволюции под влиянием естественного отбора. Таким образом теория 
Дарвина получает твердую основу и освобождается от представлений 
ламаркизма о направленной изменчивости, которые некогда обременяли ее. 

Вероятно, что в природном состоянии у большинства видов частота 
мутаций не намного ниже (хотя и ниже), чем это для них было бы наиболее 
выгодно, принимая во внимание степень строгости естественного отбора 
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у данного вида.Гораздо большая частота мутаций привела бы, по-видимому, 
х гакой большой скорости генетических дегенеративных процессов, что 
сстественный отбор не смог бы им противодействовать. Но в условиях 
искусственного разведения, когда селекция может быть более эффективной, 
повышенная частота мутаций в некоторых случаях допустима. Кроме того, 
в искусственных условиях можно выращивать организмы с большими 
мутациями, до тех пор пока они не окажутся соответствующим образом 
забуферены. При этом можно получить практические результаты, при- 
меняя рентгеновы или ультрафиолеговые лучи, а также другие воздействия, 
что наиболее ярко показал Густафесон для рентгеновых лучей.Это особенно 
справедливо для видов, у которых и в природных условиях имеет место. 
интенсивный инбридинг, или ярко выраженная таплоидная фаза, или 
таплоидна значительная часть генотипа, поскольку при таких условиях 
многие спонтанные мутации, которые в противном случае могли бы 
накопляться в популяции, а затем выявиться при инбридинге, отсеваются 
до того, как их можно обнаружить. В результате этого естественная 
частота мутаций оказывается ниже. 

До сих пор мы в основном рассматривали связь между возникновением 
тенных мутаций и проблемой общего характера эволюции, в частности 
природой наследственных изменений. Исторически это был основной путь, 
по которому развивались подходы к искусственному получению мутаций. 
Однако с самого начала было очевидно, что, как мы уже однажды говори- 
ли, индукция мутаций может дать нам в руки чрезвычайно тонкие методы 
для последовательного анализа физиологического, эмбриологического 
и биохимического строения и функционирования живых существ. Работы 
с использованием спонтанных мутаций, такие, как, например, Бонневи, 
Грюнберга, Скотт-Монкрифа, Эфрусси и Бидла, уже сейчас показали, 
как много можно узнать о сложных процессах, посредством которых гены 
приводят к образованию организма, если внимательно прослеживать 
эффекты и взаимодействие эффектов всего одной или нескольких мутаций. 
Но генов тысячи, и было бы желательно выбирать их для исследования 
в определенном порядке, по мере того, как мы продвигаемся в нашем про- 
цессе анализа. По этим причинам мы считали, что будет часто выгодно 
искусственно получать мутации р: больших количествах, чтобы затем иметь 
выбор и брать те гены, которые лучше подходят для последовательных 
этапов нашего анализа. Недавняя работа Бидла и сотрудников на нейро- 
споре и последовавшая затем аналогичная работа Мелина и Фрайса ярко 
показала приложимость этого метода для изучения путей биохимического 
синтеза аминокислот, витаминов, пуринов, пиримидинов и пр. И все же 
в известном смысле вся эта область в целом пока лишь слегка затронута 
имы можем с уверенностью ожидать, что сочетание этого метода с методом 
меченых атомов и со всеми другими методами биохимии, физиологии 
и экспериментальной эмбриологии будет способствовать распутыванию 
того чрезвычайно сложного клубка процессов, из которых состоит живое 
существо. Однако у нас нет времени далее углубляться в этот предмет. 


ХРОМОСОМНЫЙ АНАЛИЗ 


Мы не можем избежать здесь краткого изложения другой стороны работы 
по искусственным мутациям, которая особенно интересна генетикам, 
а именно дальнейшего анализа свойств хромосом и их частей, проведен- 
ного главным образом в исследованиях, где эти части удалялись, добав- 
лялись или перегруппировывались. Мы уже мимоходом отмечали, что. 
при исследовании механизма таких структурных изменении сложилась 
сравнительно простая общая схема механизма их образования: сначала 
возникают разрывы хромосомы, а затем происходит соединение разорван- 
ных концов. Было с самого начала очевидно, что с помощью таких пере- 
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строек хромосом можно получить дополнительные и Е. 
ской реальности карт сцепления.Это и было проделано ( ия айнтер). 
Далее оказалось возможным пролить некоторый свет на проблему крос- 
синговера, показав, например (Меллер, Стон и Офферманн), что в какое 
бы место хромосомы не была перенесена центромера, она оказывает силь- 
ное подавляющее действие на кроссинговер, причем степень этого подав- 
ления постепенно уменьшается с расстоянием от нее. Более того, это 
оказалось справедливым для любой точки, в которой нарушается непре- 
рывность спаривания хромосом за счет гетерозиготности по структурному 
изменению. Такие исследования кроссинговера и сил конъюгации, влияю- 
щих на расщепление, могут быть еще успешно расширены. 

Мы должны помнить, говоря о центромере и других явно выделенных 
участках хромосомы, что до тех пор, пока не изучено влияние удаления 
или перемещения этих участков, у нас нет никакого права считать их 
автономными локально определенными структурами, зависящими только 
от тех генов, которые находятся в области этих структур. Поэтому для 
того, чтобы сделать вывод, что центромера в большинстве случаев являет- 
ся такой автономной органеллой, зависящей только от гена или генов, 
находящихся в непосредственной близости от нее (но не во всех случаях 
в непосредственной близости, как недавно показал Родс для определенной 
линии кукурузы), понадобились исследования индуцированных инверсий, 
делеций и транслокаций хромосом. Аналогично удалось показать (несмот- 
ря на ряд утверждений противоположного характера, справедливость 
которых мы не можем здесь обсуждать), что свободный конец хромосомы или 
теломера образует у многих объектов локально детерминированную снеци- 
фическую структуру. 

При сочетании генетического и цитологического анализа различных 
разрывов и перестроек было обнаружено, что в хромосоме имеются четкие 
локально детерминированные области, обычно наиболее развитые около 
центромеры. Первоначально их называли «инертными», а сейчас обычно 
называют «гетерохроматиновыми» областями. Эти области были также 
независимо обнаружены в чисто цитологических исследованиях Хейтса. 
Было бы очень заманчиво обсудить здесь те замечательные особенности, 
которые выявились при цитогенетическом изучении этих областей (данные 
о повторении более или менее одинаковых частей, о стремлении участков, 
расположенных в разных местах, конъюгировать друг с другом, о четких 
цитологических различиях, в случае наличия или отсутствия такой 

конъюгации, о чрезвычайно высокой тенденции к структурным измене- 
ниям, о сильном влиянии некоторых генов, находящихся в этих областях, 
на расщепление и так далее), а затем перейти к обсуждению гипотез об 
эволюционном происхождении и функциях гетерохроматина. К сожале- 
нию,это увело бы нас слишком в сторону от темы. Однако мы должны 
указать на одно обстоятельство, пока еще не осознанное большинством 
исследователей. Существуют очень веские данные, что Участки хромосом, 
известные под названием «гетерохроматина», в том виде, как они выявля. 
ются на стадии митоза у дрозофилы, являются просто большими неносто- 
янными образованиями, состоящими из вспомогательного негенетического 
нуклеопротеида, образованного под влиянием одного или двух опреде- 
ленных генов из той дюжины или несколько большего числа генов состав- 
ляющих всю гетерохроматиновую область. Это доказывается тенотиче- 
ским анализом и видом хромосом в стадии покоя (например, в слюнных 
железах).И не эти бросающиеся в глаза негенетические блоки ответствен- 
ны за остальные известные особенности гетерохроматина; функции же 
этих блоков пока не известны. Иными словами, так называемый «гетеро- 
хроматин», с которым имеют дело цитологи при изучении митотических 
хромосом, является совсем не тем, хотя и находится рядом с тем истин- 
ным гетерохроматином, который обладает вышеперечисленным набором 
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свойств. Более того, удалось показать (Сеттон-Герш в сотрудничестве 
с автором, не опубликовано), что четко выраженные ядрышки, часто 
связанные с гетерохроматином, образуются под влиянием других автоном- 
ных генов, расположенных в нем,но не тех, которые ответственны за блоки, 
видимые в митозе. 

Одним из самых интересных открытий, сделанных при изучении 
хромосом дрозофилы, осуществивших перестройку в результате облуче- 
ния, было выяснение универсальности явления, известного как «эффект 
положения». Этот эффект был впервые обнаружен Стертевантом для 
случая спонтанного мутанта, известного под названием полосковидные 
глаза (Ваг), однако до тех пор, пока нельзя было изучить большое количест- 
во перестроек, оставалось неясным, насколько общим является этот фенмен. 
Термин «эффект положения» подразумевает, что работа гена в определен- 
ной степени зависит от других генов, лежащих по соседству с ним. Теперь 
имеются достоверные данные, что эффект положения представляет собой 
общее явление, распространяющееся на очень многие. если не все гены 
дрозофилы, и чтоих работу можно как качественно, так и количествен- 
но контролировать характером соседних генов. Некоторые тены при 
этом дают гораздо больший эффект, чем другие, и разные гены действуют 
в разных направлениях и в разной степени. 

Возможно, что эффект положения обусловлен, как предположил Стер- 
тевант, взаимодействием тенных продуктов в непосредственной близости 
от генов, их образующих. Для этого надо допустить, что эти продукты 
находятся там в большей концентрации и в таких условиях сильнее 
взаимодействуют друг с другом, чем в разведенном состоянии. Однако мы 
предпочитаем другое объяснение, по которому действие гена зависит от 
его формы и она в свою очередь изменяется от силы и природы сил синап- 
сиса, действующих на область хромосомы, в которой находится этот ген. 
Эти силы могут слагаться из сил, действующих на ген со стороны других 
как аллельных, так и не аллельных генов (Меллер). Эти силы могут 
зависеть от уровня спирализации участка хромосомы и от других причин, 
которые в свою очередь частично зависят от сил синапсиса (Эфрусси 
и Сеттон). Эта гипотеза в любом варианте может объяснить, почему 
эффект положения гораздо больше распространен у дрозофилы, относи- 

тельно которой известно, что сила синапсиса в значительной мере про- 
является и в митотических клетках, по сравнению с другими изученными 
организмами, у которых эти силы либо гораздо слабее, либо вовсе отсут- 
ствуют в соматических клетках. Это объяснение также согласуется с тем, 
что, как обнаружил автор, в гетерохроматиновых областях имеется 
тенденция к образованию особенно сильного и выраженного эффекта 
положения, причем эффект изменяется в зависимости от полного коли- 
чества гетерохроматина, присутствующего в клетке, а также от колебания 
ряда факторов, действующих в эмбриогенезе. Эти генетические наблюдения 
согласуются с цитологическим проявлением обнаруженного впервые 
Прокофьевой влияния гетерохроматина на растяжение, поведение при 
синапсисе и другие свойства находящегося по соседству эухроматина. 
Прокофьева показала, что эти эффекты подвержены сходным колебаниям, 
которые коррелируют с вариациями в фенотипически наблюдаемом эффек- 
те положения. Недавние наблюдения Эфрусси и Сеттона, сделанные вслед 
за предположениями автора и Штерна, также, по-видимому, указывают 
на то же, поскольку они позволили обнаружить зависимость прояв- 
ления эффекта положения в определенном участке хромосомы от 
расположения участков в гомологичной хромосоме. Если это объяснение, 
основанное на роли формы гена, окажется правильным, откроется воз- 
можность по-новому подойти к выяснению структуры и характера дей- 
ствия генов, при этом возможно удастся показать тесную связь этих 


свойств с нуклеопротеидным составом и свойствами гена. 
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Другое применение процесса разрывов и перестроек хромосом, выз- 


ванных радиацией, заключалось в изучении влияния добавления или 
утери небольших участков хромосом для выяснения связи между дозой 
гена и его выражением. Таким способом было обнаружено, что, во-первых, 
большинство обычных генов даже в единичной дозе почти полностью 
выражены, и, во-вторых, большинство мутантных генов дают, в конце 
концов, эффект, качественно сходный, но количественно менее выражен- 
ный, чем эффект их нормального аллеля. Доминирование нормального гена 
над своими мутантными аллелями при этом оказывается, как правило 
частным случаем принципа, по которому одна доза нормального гена обычно 
дает почти такой же, хотя и несколько меньший эффект, что и две дозы. 
Это, в свою очередь, лучше всего объясняется допущением, что такие 
свойства возникли в результате длительного процесса отбора нормального 
тена и генов, влияющих на него, в сторону обеспечения стабильности 
выражения при действии факторов внешней среды и генетического окру- 
жения. Эти факторы могут количественно повлиять на действие гена, т. е. 
их действие аналогично изменению дозы. Это, однако, не значит, что 
отбор действовал исключительно в сторону создания доминантности 
нормального гена над своими аллелями, во-первых, потому, что не все 
мутантные гены ведут себя просто как ослабленные нормальные гены, 
и, во-вторых, потому, что те аллели, для которых проверка влияния дозы 
выявляет качественно новые эффекты по сравнению с нормальным геном, 
часто являются исключением из правила и не подвержены доминирующе- 
му действию своего нормального гена, что и следовало ожидать по нашей 
гипотезе. Н 
Среди других результатов исследований дозы тенов, проведенных 
с использованием фрагментов хромосом, возникших под действием радиа- 
ции, следует обратить особое внимание на наблюдения, объединяемые под 
названием «дозовая компенсация». Было показано, что 1) при постоянной 
дозе практически всех генов Х-хромосомы, за исключением какого-либо 
одного гена, его выражение столь мало отличается в случае единичной 
и двойной дозы, что по соответствующему признаку обычно практически 
невозможно обнаружить никаких различий, однако 2) это невидимое 
различие оказалось столь важным для организма, что в процессе естест- 
венного отбора выработалась система модифицирующих генов, которые 
называются компенсаторами. Функция компенсаторов состоит в том, 
что они вызывают еще меньшую разницу в эффекте единичной и двойной 
дозы генов, которые в норме имеются у соответствующих полов, когда эти 
различия в дозе определенного гена одновременно сопровождаются раз- 
личиями по остальным генам Х-хромосомы. По-видимому, у каждого гена 
выработалась своя система компенсаторов, причем их взаимодействие 
между собой очень сложно. Это позволяет посмотреть еще под одним 
углом зрения на «дотошность» естественного отбора, на чрезвычайно 
точную адаптивность признаков и на окончательный характер признаков, 
который обычно устанавливается в результате накопления многочислен 
ных малых мутаций, связанных между собой чрезвычайно сложным функ- 
циональным взаимодействием. Это согласуется с утверждением сделан- 
ным ранее, что эволюция идет за счет отбора многочисленных мелких 
случайных изменении. 

Если сконцентрировать внимание на определенной четко ограниченной 
области хромосомы, то при сравнении разных индуцированных перестроек 
которые все имеют точку разрыва вэтой области, выявляется еще один 
факт, касающийся делимости хромосомы и генов. С помощью специальных 
тенетических методов, в детали которых мы не можем здесь вдаваться 
были получены данные, что разрывы в таких ограниченных участках 
имеют тенденцию возникать в специфических точках. Это указывает на то, 


что между этими точками лежат дискретные единицы или и 
, 
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и является доводом против предположения, по которому хромосома 
представляет собой однородную непрерывную структуру. Это свидетель- 
ствует, что гены соответствуют физически реальным структурам и не 
являются просто удобными понятиями, произвольно выбранными генети- 
ками. Таким способом оказалось возможным, кроме того, примерно 
оценить количество генов в хромосоме, а также их максимальные размеры. 
Эти оценки согласуются настолько близко, насколько этого вообще можно 
было ожидать, с теми оценками, которые были получены в предыдущих 
тенетических работах с использованием совершенно других методов, хотя 


и не согласуются с оценками, основанными на гипотезе «чувствитель- 
ного» объема. 


ДУПЛИКАЦИИ И ЭВОЛЮЦИЯ 


Другое наблюдение, сделанное при изучении перемещений небольших 
фрагментов в другое место хромосомы, вызванных облучением, заклю- 
чается в том, что даже в том случае, когда у какой-либо особи определен- 
ный участок имеется и в исходном и в новом месте хромосомы, она часто 
оказывается жизнеспособной и дает потомство. Именно в работах такого 
типа был изучен эффект добавочных доз гена. В некоторых случаях можно 
даже получить линии, гомозиготные как по новому, так и по старому 
участку. Это приводит к мысли, что именно так в процессе эволюции проис- 
ходит удвоение хромосомного материала. Когда при анализе ограничен- 
ной области Х-хромосомы, в которой находится локус так называемого 
«зслбе» эффекта, было обнаружено, что в действительности в нормальной 
Х-хромосоме имеется два очень близко расположенных гена, дающие 
близко связанные эффекты («асВаеце» и «3с114е»), стало очевидным, что это 
является, по всей вероятности, примером постулированного выше явле- 
ния. Здесь таким образом мы видим, по-видимому, основной, если не 
единственный способ (если исключить гораздо более редкие явления 
полиплоидии и «тетрасомии»), с помощью которого в процессе эволюции 
увеличилось число генов. По забавному совпадению как раз в это время 
Бриджес занимался изучением хромосом слюнных желез и нашел прямые 
цитологические доказательства существования в нормальной хромосоме 
таких, как он их назвал, «повторений» и дал им аналогичную интерирета- 
цию. За 412 лет, прошедших после этого, было обнаружено несколько дру- 
гих четких примеров такого же типа. Таким образом, увеличение числа 
генов, вызванное дупликациями небольших участков хромосомы, чаще 
всего рядом с исходным участком, необходимо рассматривать как один из 
основных процессов в эволюции, наряду с мутациями индивидуальных 
тенов. Сам по себе этот процесс не играл бы существенной роли, но он 
приобретает большое значение, поскольку после дупликации возможны 
дальнейшие мутации, в результате чего первоначально идентичные гены 
в разных положениях начинают отличаться друг от друга. Вследствие 
этого увеличивается число разных генов и зародышевые клетки, а вместе 
с ними процесс эмбрионального развития и весь организм в целом могут 
стать более сложными. = 
В эволюции могут, конечно, происходить и такие перестройки хромо- 
сомы, которые не приводят к увеличению числа генов, но мало вероятно 
чтобы они играли столь же важную роль. Но, вызывая такие изменения 
в лабораторных условиях, удалось многое узнать о том, какие бывают 
перестройки и каковы их свойства. При этом можно сделать ряд выводов 
о жизноспособности и плодовитости равных типов перестроек при различ- 
ных генетических условиях и © том, будут ли они м тенденцией 
к отсову или к накоплению в популяции данного типа. Можно показать, что 
некоторые из них при определенных условиях могут иметь эволюцион- 
ную ценность в отношении выживаемости либо способствуя процессу 
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генетической изоляции либо как-либо иначе, например, влияя на гете- 
розис. Таким образом, можно было сделать ряд выводов, имеющих эво- 
люционное значение, и которые были затем подтверждены сравнением 
хромосомных различий, существующих в действительности у разных 
близких родов, подвидов и видов. 

Вероятно, еще больший интерес будут представлять результаты изуче- 
ния мутаций, происходящих в индивидуальных локусах. Мутации, инду- 
цированные радиацией, возникают достаточно часто для того, чтобы их 
можно было использовать для изучения возможностей разных локусов, 
однако в этом направлении сделано пока очень мало. Аналогично, сравне- 
ние разных мутаций, возникающих в одном и том же локусе, может при- 
вести к очень важным результатам, особенно если учесть, что у разных 
аллелей, как было показано, возможны очень сложные взаимоотношения 
друг с другом, вплоть до того, что при скрещивании они могут приводить 
к восстановлению нормального типа. Вопрос о том, как может меняться 
ген в процессе последовательных мутаций, остается открытым. То же 
следует сказать о том, как меняется мутабильность гена в результате 
возникновения мутации в нем самом. 


СОМАТИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ РАДИАЦИИ 


Чем дальше продвигалось изучение генетических последствий облуче- 
ния, особенно разрывов и перестроек хромосом, тем больше укреплялось 
убеждение в том, что ббльшая, если не основная часть соматических 
эффектов облучения, наблюдаемых врачами и исследователями в области 
эмбриологии, регенерации и общей биологии, являются вторичными по 
отношению к генетическим эффектам, возникшим в соматических клетках. 
Продуктивность такого подхода была недавно продемонстрирована в иссле- 
дованиях Коллера, пользовавшегося усовершенствованными методами 
облучения раковых опухолей у млекопитающих. Это слишком обширная 
область, чтобы подробно обсуждать ее здесь, однако следует отметить, что 
анализ основывался в первую очередь на генетическом и цитологическом 
исследовании размножающихся клеток и их потомства. Здесь, таким 
образом, открывается возможность понимания механизмов, посредством 
которых радиация вызывает подавление роста, стерильность, некрозы, 
удаляет злокачественные опухоли; возможно, здесь приоткроется и путь 
к вскрытию механизмов возникновения подобных опухолей. 

Во время войны появилось неожиданное подтверждение правильности 
вышеприведенного представления о природе соматических эффектов 
радиации. Дж. Г. Робсон, работая с горчичным газом в Эдинбурге, был 
поражен удивительным сходством между соматическими эффектами, вызы- 
ваемыми этим агентом, рентгеновыми лучами и излучением радия. Поэтому 
его заинтересовало, не будет ли вызывать горчичный газ в принципе 
таких же генотических изменений, которые, как известно, вызывает 
радиация. Вслед за этим Ш. Ауэрбах провела обстоятельные эксперименты, 
работая совместно с Робсоном, и, как уже вскользь упоминалось ранее, 
ей удалось действительно показать, что это вещество вызывает мутации 
как в индивидуальных генах, так и за счет разрывов и перестроек хромо- 
сом, причем примерно такие же и примерно в том же количестве, как 
рентгеновы лучи и излучение радия. Другие вещества той же химической 
природы оказывали сходное деиствие. Это является первым бесспорным 
успехом попыток вызвать мутации химическими веществами. Тот факт, 
что это открытие было сделано непосредственно на основании вышепри- 
веденных соображений, тогда как до этого столь много попыток вызвать 
мутации химическими веществами оказались безуспешными, по-видимо- 
му, является сильным доводом в пользу того, что все эти специфические 
соматические эффекты на самом деле являются следствием более глубоко 
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лежащих эффектов, которые в том случае, когда они происходят в заро- 





дышевых клетках, становятся предметом анализа тенетиков в их опы- 
тах по размножению. Однако существуют некоторые очень интересные 
различия между характером генетических эффектов облучения и указан- 
ных ре я = веществ, обсуждать которые мы не имеем здесь 
возможности, которые дают право н ; Е 
Нуть и тенетический и Е ти что здесь можно продви 
Мы видели, что индукция мутаций под действием облучения является 
методом, которым можно пользоваться в разнообразных направлениях 
как для анализа зародышевой плазмы, так и организма, который в извест- 
ном смысле представляет собой отросток зародышевой плазмы. Можно 
надеяться, что индукция мутаций в определенных случаях окажется 
практически полезной человеку при выведении улучшенных пород 
и сортов животных и растений. Что касается практического применения 
к самому человеку, то мы пока еще очень далеко отстоим от любого 
направленного отбора наших зародышевых клеток, хотя, как и боль- 
игинство других видов, человек уже отягощен бесчисленным количеством 
нежелательных мутаций, от наличия которых не гарантирован любой 
индивидуум. Мы можем извлечь, однако, практический урок из понима- 
ния того факта, что громадное большинство мутаций не являются полез- 
ными. Поэтому необходимо всеми способами избегать их дальнейшего 
случайного возникновения. Поскольку мы можем смело утверждать на 
основании опытов с низшими организмами, что все виды излучения высо- 
кой энергии должны вызывать такие мутации у человека, радиологи 
должны — хотя в большинстве стран пока не особенно заметны усилия 
в этом направлении — настаивать на соблюдении простых предосторож- 
ностей по предохранению гонад в тех случаях, когда они подвергаются 
воздействию таких облучений,будь то в промышленности или в медицин- 
ской практике. Кроме того, с увеличением применения атомной энергии, 
пусть даже в мирных целях, приобретает громадное значение проблема 
эффективной защиты зародышевой плазмы человека — субстанции перво- 
степенной важности, временными хранителями которой является каждый 
из нас, — от влияния этого дополнительного и мощного источника посто- 


янного загрязнения окружающей нас среды. 












Приложение 17 


МОЛЕКУЛЯРНАЯ СТРУКТУРА НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
М. ВИЛКИНС 


Нобелевская лекция, 1963 г. 


Нуклеиновые кислоты в основе своей просты. Они лежат у истока самых 
фундаментальных биологических процессов роста и наследования. Про- 
стота молекулярной структуры нуклеиновой кислоты и ее связь с функ- 
цией отражает подспудную простоту биологических явлений и проливает 
свет на их природу. На ее основе возникла первая широкая трактовка жиз- 
ненных процессов, базирующаяся на структуре макромолекул. Эти 
вопросы начали проясняться в результате беспрецедентного сочетания 
биологических, химических и физических исследований, от генетики до 
стереохимии водородных связей. Я не буду здесь все это рассматривать, 
а остановлюсь только на той области, в которой работал сам, и покажу, 
какой вклад внесло исследование диффракции рентгеновых лучей. Я изло- 
жу некоторые основы моих собственных исследований, так как подозре- 
ты что не я один нахожу, что такие доклады часто интереснее общих 
обзоров. 


ПЕРВЫЕ ПОДСТУПЫ 


Я получил ученую степень но физике в Кембридже в 1938 г. за некоторые 
работы по рентгенокристаллографии. Эти работы были сделаны под 
влиянием Дж. Д. Бернала, бывшего тогда в Кевендише. Работать я начал 
в Бирмингаме под руководством Дж. Т. Рендалла, изучая люминесценцию 
и движение электронов в кристаллах. Те, кто начинал в одно время со 
мной в Кембридже, интересовались в основном элементарными частицами, 
но меня больше привлекала структура твердого тела и те особые свойства, 
которые зависят от этой структуры. Может быть это уже предвещало 
то, что я заинтересуюсь биологическими макромолекулами и тем, как 
связаны между собой их структура и в высшей степени специфические 
свойства, которые в столь значительной степени определяют течение 
жизненных процессов. 

Во время войны я принимал участие в создании атомной бомбы. Когда 
война окончилась, я, как и многие другие, кидался из стороны В сторону 
в поисках новой области для исследований. Частично из-за бомбы я не- 
сколько потерял интерес к физике. Поэтому меня очень заинтересовала 
книга Шредингера «Что такое жизнь?». На меня произвела большое 
впечатление концепция о весьма сложной молекулярной структуре, 
контролирующей жизненные процессы. Этот вопрос представлялся мне 
более перспективным, чем физика твердого тела. В то время многие 
ведущие физики, такие, как Месси, Олифант, Рендалл (а позднее я услы- 
шал, что их точку зрения разделяет и Бор), полагали, что физика должна 
внести существенный вклад в биологию. Их совет придал мне смелости 
перейти к занятиям биологией. 

Я начал работать в физическом отделе в Сент-Эндрюсе, Шотландия, 
куда меня пригласил Рендалл с тем, чтобы я Участвовал в программе 
начатых им биофизических исследований. Находясь под впечатлением 
полученного Меллером изменения наследственного вещества при действии 
рентгеновского излучения, я подумал, что было бы интересно изучать 
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РИС. 1У-1. 


ракции рентгеновых лучей на ДНК, 
аборатории. Можно сравнить ее с более поздней 
ной на рис. ГУ—10. (Фотография получена сов- 
ДНК выделил Р. Сигнер) 


Одна из первых фотографий ’дифф 


полученная в нашей л 
фотографией, приведен 
местно с Р. Гозлингом; 


И. Гершкович 





действие ультразвука. Однако 
вающим- 

Затем биофизические иссле 
колледж, Лондон. Там Рендал: 
и создал, с помощью Совета м 
физического факультета лабо 
биологи, биохимики и другие 
какие исследования количества ну 





результат был не слишком обнадежи- 


дования были перенесены в Королевский 
т получил Уитстоновскую кафедру физики 
едицинских исследований, необычную для 
раторию, где вместе с физиками работали 
ученые. Он предложил мне провести кое- 


клеиновых кислот в клетках с помощью 
ультрафиолетового микроскопа. В работе мы следовали за Касперссоном, 
но использовали ахроматизм отражательного микроскопа. В это время 
работы Касперссона [1] и Браше [2] открыли научному миру, что нукле- 
иновые кислоты играют важную биологическую роль, связанную с синтезом 
белка. Однако тогда существовал только намек на мысль о том, что ДНК 
сама может оыть веществом наследственности. Считалось, чго ее функция 
в хромосоме связана с репликацией белковой нити хромосомы. Еще 
в 1944 г. была опубликована работа Эйвери, Мак Леода и Маккарти [3], 
которые показали, что бактерии можно генетически трансформировать 
посредством ДНК, но даже в 1946 г. о ней как будто почти не знали, или, 
если знали, то не придавали ей значения. 

Хромосомы в клетках под микроскопом представляли завораживающую 
картину, но я начал чувствовать, что как физик я мог бы дать биологии 
больше, если бы исследовал макромолекулы, выделенные из клетки. 
Джералд Остер, пришедший из лаборатории вирусов Стенли, ободрил 
меня и заинтересовал частицами вируса табачной мозаики. Как показал 
Касперссон, ультрафиолетовый микроскоп можно использовать не только 
для определения количества нуклеиновой кислоты в клетках, но и для 
определения ориентации в молекулах групп, поглощающих ультрафиоле- 
товые лучи. Мы с Биллом Сидсом исследовали ДНК, белки, вирус табач- 
ной мозаики, витамин В. и т. п. При изучении под поляризационным 
микроскопом ориентированных пленок ДНК, приготовленных для иссле- 
дования ультрафиолетового дихроизма, я увидел краине однородные 
нити, дающие явное поглощение между скрещенными николями. Я обна- 
ружил, что эти нити получаются нечаянно при манипулировании с гелем 
ДНК. Каждый раз, когда я касался геля стеклянной палочкой и ее подни- 
Мал, вытягивалась тонкая, как паутина, почти невидимая нить ДНК. 
Постоянство и однородность нитей означали, что молекулы в них распо- 
ложены упорядоченно. Я сейчас же подумал, что эти нити могут быть 
прекрасным объектом для исследования их с помощью диффракции рент 
новых лучей. И я отнес их Раймонду Гозлингу, единственному из нас, 
У кого была рентгеновская установка (шеределаныйх _из навитовоой 
после войны рентгеновского аппарата). Он ОтОЬВоА эту ус о ди 
получения фотографий диффракции на головках спермиев барана. уко- 
водил этим исследованием Еендаящь жоторное А, т тиф раяы 
цией тентге :х лучей и прошел школу у В. Л. Брегга. Почти сразу же 

ы рентгеновы ^ з элежлху карт д ак .. 1). 
внушающие надежду ри ор ‘(рио: Е) 
Этот успех был обусловлен, в час тности, тем, то р емеваны ее 
ными. Мы помнили, что диязшолучения хорошие ернин диф Е у 
белках Бе нал выдерживал крис т белка в маточном Аст воре. 1 оно 
было т ы ОЙ конфиту рация любых растворимых в воде биологических 
ооо должна зависеть одаводноголовру нения Мы получили 
м ты ие ыы тые картины с ДНК, выделенной Сингером и Шван- 
Хорошие диффракционн ор привез в Лондон на заседание Фарадеев- 
а. [4 1. Эту днк р. нуклеиновым кислотам, и великодушно 

кого общества, посвящ „лк чтобы все исследователи могли ее изучить, 
распределил между нами так, - 


ь т. ы. 
используя каждый свои метод 
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КАК ПОНЯЛИ, ЧТО ГЕНЕТИЧЕСКИМ МАТЕРИАЛОМ ЯВЛЯЕТСЯ 
ЧИСТОЕ ХИМИЧЕСКОЕ ВЕЩЕСТВО. 

УКАЗАНИЯ НА ИСКЛЮЧИТЕЛЬНУЮ ПРОСТОТУ 

ЕГО МОЛЕКУЛЯРНОЙ СТРУКТУРЫ 


Между 1946 и 1950 гг. накопилось много данных, указывающих на то, 
что генетическим веществом является ДНК, а не белок или нуклеопроте- 
ин. Было открыто, например, что содержание ДНК в наборе хромосом 
постоянно и что, хотя последовательность нуклеотидов в молекулах ДНК 
очень сложна, состав ДНК у данного вида тоже постоянен. Было выска- 
зано предположение, что генетическая информация содержится в слож- 
ной последовательности четырех нуклеотидов в полинуклеотидной цепи. 
Теперь все признали огромное значение трансформации бактерий, а откры- 
тие Херши и Чейзом [5] того факта, что фаговая ДНК переносит генети- 
ческую информацию вируса от родителя к потомству, помогло завершить 
этот довольно серьезный переворот в мышлении. 

Когда стало известно, что генетическим веществом является ДНК, 

обладающая в высокой степени упорядоченной химической структурой, 
а не малоупорядоченный нуклеопротеин, надежда на объяснение генети- 
ческой функции на основе молекулярной структуры значительно возросла. 
Многие данные указывали на простоту и регулярность структуры ДНК. 
Химики показали, что ДНК представляет собой полимер, в полинуклео- 
тидной цепи которого регулярно чередуются связанные 3’—5' связями 
фосфатная группа и дезоксирибоза. Чаргафф [6] открыл важную законо- 
мерность: хотя последовательности оснований в полинуклеотидных цепях 
сложны и состав оснований в разных ДНК сильно различается, в любой 
ДНК количество аденина равно количеству тимина, а количество гуанина 
всегда равно количеству цитозина. В электронный микроскоп ДНК была 
видна как однородная неразветвленная нить с диаметром около 20 А. 

Измеряя двойное лучепреломление в потоке, Сингер, Касперссон и Хам- 
марстен [7] показали, что плоскости оснований в ДНК почти перпенди- 
кулярны длине нитевидной молекулы. Проведенные ими измерения ультра- 
фиолетового дихроизма дали тот же результат и показали параллельность 

расположения оснований ДНК в головках сперматозоидов. Ранее 

Шмидт [9] и Паттри [9] оптическим методом показали замечательное 

упорядочение генетического материала в головках спермиев. Первые 

исследования диффракции рентгеновых лучей на нитях ДНК провел 

Астбери [10]. Он показал большую упорядоченность ДНК и правильно 

объяснил сильный рефлекс при 3,4А тем, что плоскости оснований уло- 

жены в стопку. Проведенное Гулландом и Иорданом [1] исследование 

методом потенциометрического титрования показало, что основания 

связаны друг с другом водородными связями, и Гулланд[12] предположил, 

что полинуклеотидные цепи могут быть связаны этими водородными 

связями и образовывать таким путем многонитчатые мицеллы. 

Таким образом, замечательный вывод о том, что чистое химическое 
вещество обладает чрезвычайно важной биологической активностью 
совпал с углублением разносторонних познаний о природе этого вещества. 
Тем временем мы начали получать подробные результаты диффракции 
рентгеновых лучей на ДНК. Лишь данные такого типа могли дать адек- 
ватное описание трехмерной конфигурации молекулы. 


НЕОБХОДИМОСТЬ СОЧЕТАТЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ДИФФРАКЦИИ РЕНТГЕНОВЫХ ЛУЧЕЙ 
НА ДНК С МОЛЕКУЛЯРНЫМ МОДЕЛИРОВАНИЕМ 


Как только были получены хорошие картины дифф 
к ракции на 
ДНК, к ним сразу возник огромный интерес. В нашей лаборато вон 
Стокс предложил теорию диффракции на спиральной ДНК. О ны 
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РИС. 1У-2. 
Пары оснований по Уотсону — Крику (исправлено 
С. Арноттом). 


Вверху: связанные водородными связями гуанин и цитозин. Внизу: 
связанные водородными связями аденин и тимин. В обеих парах 
расстояния между концами связей (1 — № и С1 — №3 равны 10,7 А . 
причем эти связи образуют углы в 52° с линией С1 — С1 


вклад в рентгеноструктурный анализ сделала Розалинд Франклин (кото- 
рая умерла через несколько лет, в зените своей карьеры). В Кембридже, 
в лаборатории Совета медицинских исследований, где изучали структуру 
биологических макромолекул, сильно заинтересовались структурой ДНК 
мои друзья Френсис Крик и Джим Уотсон. Уотсон был биологом, кото- 
рый пришел к Кембридж, чтобы изучать структуру молекул. Он иссле- 
Довал репродукцию бактериофага и остро сознавал огромные возможности, 
которые могли бы открыться после выявления структуры молекул ДНК. 
Крик изучал структуру спиральных белков и интересовался тем, как 
осуществляется контроль над синтезом белка. Открыв @-спираль белка, 
Полинг и Кори показали, что точное построение молекулярных моделей 
является мощным, вполне правомерным инструментом исследования. 

анные рентгеноструктурного анализа ДНК были не так полны, чтобы 
на их основании, не привлекая стереохимию, можно было получить 
детальную картину строения ДНК. Ясно было, что для завершения 
рентгеноструктурного анализа ДНК необходимо построить точную модель 
молекулы. Мы в нашей лаборатории сосредоточились на получении более 
полных данных по диффракции, & Уотсон и Крик в Кембридже занялись 


построением молекулярных моделей. 


37° 979 


РИС. ТУ-3. 

Справа:молекулярная модель ДНК в конфигу- 
рации В. Размеры атомов соответствуют ван- 
дерваальсовским диаметрам 

Слева: схема, соответствующая модели. Ясно видны 
две полинуклеотидные цепи, которые создинены свя- 
занными водородными связями основаниями 










280 








шенно одинаковы (с неопределенностью порядка 0,1А) 
эти связи образуют один и тот же угол (с неопределенностью около 1“) 
с линией, соединяющей атомы (1 дезоксирибоз (см. 
тате, если две полинуклеотидные цепи соединены через пары оснований, 


ПАРАДОКС РЕГУЛЯРНОСТИ 
МОЛЕКУЛЫ ДНК 


Четкость диффракционных кар- 
тин свидетельствовала о том,что 
молекулы ДНК обладают высо- 
кой регулярностью, настолько 
высокой, что ДНК должна бы 
кристаллизоваться. Вид картин 
диффракции ясно показывал, 
что молекулы спиральны, при- 
чем полинуклеотидные цепи в 
пучке молекул скручены упо- 
рядоченным образом.Однако бы- 
ло известно, что вдоль поли- 
нуклеотидных цепей расположе- 
ны в произвольной последова- 
тельности пурины и пиримиди- 
ны разных размеров. Как та- 
кое нерегулярное расположение 
могло привести к высоко упо- 
рядоченной структуре? Этот 
парадокс указал решение проб- 
лемы структуры ДНК и был раз- 
решен моделью структуры, пред- 
ложенной Уотсоном и Криком. 


СПИРАЛЬНАЯ СТРУКТУРА. 
МОЛЕКУЛЫ ДНК 


Ключом к структуре молекулы 
ДНК явилось открытие, сде- 
ланное Уотсоном и Криком [13 |, 
что если основания в ДНК со- 
единены попарно водородными 
связями, то общие размеры пар 
аденина и тимина и пар гуанина 
и цитозина оказываются одина- 
ковыми. Значит, молекула ДНК, 
содержащая такие пары, обла- 
дала бы высокой упорядочен- 
ностью, несмотря на нерегуляр- 
ность последовательности осно- 
ваний. Уотсон и Крик высказа- 
ли предположение, что молеку- 
ла ДНК состоит из двух поли- 
нуклеотидных цепей, связанных 
вместе посредством пар основа- 
ний. Эти пары показаны на 
рис. 2. Расстояния между свя- 
зями, прикрепляющими основа- 
ния К дезоксирибозам, совер- 
У обеих пар, и 


рис. 2). В резуль- 





ры, пред- 














то расстояние между двумя цепями одинаково для обеих пар, так 
как угол между связями и линией С1 —С1 одинаков для всех оснований. 
В таком случае геометрия дезоксирибоз и фосфатов молекулы может быть 
высоко упорядоченной. С 

Уотсон и Крик построили двухнитчатую модель такого типа, в 
которой цепи спиральны и основные параметры соответствуют данным 
рентгеноструктурного анализа. В этой модели полинуклеотидные нити 
закручены друг вокруг друга, а направление последовательности ато- 
мов в однои цепи противоположно направлению атомов в другой. В ре- 
зультате, если молекулу перевернуть вверх ногами, цепи оказываются 
идентичными, и все нуклеотиды в молекуле имеют одинаковую структу- 
ру и окружение. Единственной нерегулярностью остается последователь- 
ность оснований. Последовате: 





льностТЬ В ОДНОЙ цепи может изменяться не- 
ограниченно, но правила спаривания оснований требуют, чтобы аденин 
в однои цепи оыл связан с тимином в другой, а ций 





зин — с гуанином. 
Поэтому последовательность в одной цепи определяется последовательно- 
стью в другой или, как говорят, комплементарна ей. 

Структура молекулы ДНК в конфигурации В показана на рис. 3. 
Основания расположены стопкой, расстояния между ними равны 3,4А, 
а плоскости их почти перпендикулярны оси спирали. Плоскости оснований 
не могут связывать молекулы воды. Поэтому, если ДНК находится в вод- 
ной среде, то основания притягиваются друг к другу. Наряду с водород- 
ными связями пар оснований такое гидрофобное взаимодействие стабили- 
зирует структуру. 








ГИПОТЕЗА УОТСОНА — КРИКА 0 РЕПЛИКАЦИИ ДНК. 
ПЕРЕНОС ИНФОРМАЦИИ 
ОТ ОДНОЙ ПОЛИНУКЛЕОТИДНОЙ НИТИ К ДРУГОЙ 


Способность снимать с себя точные копии очень существенна для генети- 
ческого материала. В противном случае рост привел бы к беспорядку, 
жизнь не могла бы возникнуть, а естественный отбор не сохранил бы 
приспособивиихся форм. Спаривание оснований предусматривает способ 
саморепликации [14]. Предполагается, что оно же представляет и основу 
для переноса информации на разных этапах синтеза белка. 
Генетическая информация записана в последовательности четырех 
оснований в полинуклеотидной нити с помощью четырехбуквенного кода. 
Эта информация может быть перенесена от одной полинуклеотидной нити 
к другой. Полинуклеотидная нить действует как матрица, на которой 
выстраиваются нуклеотиды при построении новой цепи. Если образованная 
таким способом двухцепочечная молекула абсолютно упорядочена, то 
спаривание оснований обеспечивает точную комплементарность последо- 
вательности оснований в новой нити последовательности оснований роди- 
тельской нити. Если затем две эти цепи разделяются, то в качестве матри- 
цы может действовать уже новая цепь, и на ней образуется цепь следую- 
щего поколения. Она идентична исходной нити. Большинство молекул 
ДНК состоит из двух нитей. Ясно, что для репликации такой молекулы 
может быть использован процесс копирования. Этот процессе может 
использоваться также и для переноса информации от нити ДНК к нити 
РНК (считают, что так и происходит при образовании информацион- 
ной РНК). # 
Спаривание оснований дает также возможность части одной поли- 
нуклеотидной нити специфически присоединяться к комплементарной 
последовательности другой нити. Может быть, посредством такого спе- 
цифического взаимодействия и происходит прикрепление аминокислоты 
к соответствующему участку полинуклеотидной цепи, кодирующей после- 
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довательность аминокислот белка. В этом случае аминокиеоа, 
вается с молекулой транспортной РНК, а часть полинуклеотид ити 
этой РНК спаривается с кодирующей нитью. 

После Ни в 1953 г. Уотсон и Крик описали спаривание основа- 
ний, появилось много данных о размерах пуринов и пиримидинов, а так- 
же ио длине водородных связей. На рис. 2 учтены новые данные (кото- 
рыми мы обязаны С. Арнотту). Сейчас считается, что расстояние между 
атомами С1 равно 10,7А, а не 11,0А, как думали до недавнего времени. 
Эта поправка вызвана в основном новыми данными о связях М — Н...М. 
Оказалось, что расстояния между атомами азота в кольце на 0,2А короче, 
чем между атомами, не входящими в кольцо. Водородные связи при спа- 
ривании оснований совершенно линейны, а длины связей такие же, как 
и определенные в кристаллах (эти длины различаются примерно на 0,044). 

Поразительная точность спаривания оснований отражает точность 
репликации ДНК. Удивительно, однако, почему точность столь велика, 
ибо затраты энергии на деформацию пары оснований, приводящую к уже 
значительно меньшему совершенству, не превышают вероятно одного кван- 
та тепловой энергии. Объяснение может заключаться в том, что процесс 
репликации является процессом кооперативным, затрагивающим одно- 
временно много пар оснований. Как бы то ни было, следует подчеркнуть, 
что специфичность спаривания оснований зависит от связей, присоеди- 
няющих основания к дезоксирибозе. Для специфического спаривания 
необходимо, чтобы эти связи были правильно расположены по отноше- 
нию другк другу. Такое расположение оснований определяется, вероятно, 
ферментом, осуществляющим полимеризацию ДНК. Каков бы ни был 
механизм этого процесса, точной репликации должно способствовать то, 
что все нуклеотиды в двойной спирали расположены совершенно одина- 
ково. Ошибки в процессе копирования происходят, вероятно, когда 
возникают таутомерные сдвиги протонов, участвующих в водородных 
связях, или при химическом изменении оснований. Эти ошибки могут 
соответствовать мутациям. 


УНИВЕРСАЛЬНОСТЬ ПРИРОДЫ 
И ПОСТОЯНСТВО СПИРАЛЬНОЙ СТРУКТУРЫ днк 


После того как было проведено предварительное рентгеноструктурное 
исследование, мой друг Леонард Гамильтон прислал мне ДНК человека 
которую он с Ральфом Барклеем выделили из лейкоцитов больного хро- 
ническим миелоидным лейкозом. Он изучал обмен нуклеиновых кислот 
у человека в связи с проблемой рака и хотел сравнить ДНК из нормаль- 
ных и лейкемических лейкоцитов. ДНК дала очень четкую диффракцион- 
ную картину. Так началось сотрудничество, которое продолжалось много 
лет и в котором мы использовали различные соли ДНК, полученные от 
Гамильтона, чтобы подтвердить реальность двухнитчатой спиральной 
структуры. Гамильтон выделял ДНК из разных тканей очень многих 
видов. В результате было показано, что ДНК двухспиральна и в ине о 

генетическом материале (в спермии или бактериофаге), и в оао | 
медленно, так и быстро делящихся или секретирующих белок) [46]. Не 
было обнаружено различий в структуре ДНК из нормальной и а 
тканей. Фракции ДНК тимуса теленка, обладающие разным н ыы 
ным составом, разделенные моим коллегой Джеффри Бра = уклеотид- 
обладали одинаковой структурой. уном, также 

В сотрудничестве с Гарриет Эфрусси-Тейлор мы также изучил 

ное трансформирующее вещество из пневмококков и УСтаНОЕ и актива 
и там содержится ДНК того же строения. Единственным ть или, что 
исключением является однонитчатая ДНК из некоторых м 
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РИС. 1У-4. 
Картина диффракции рентгеновых лучей на сперме головоногих. 


и Оси молекул ДНК в головках спермиев направлены вертикально Сильные рефлексы 
›янию В 3 





вверху и внизу соответствуют расс 
сы в центре показывают, что молекулы закристалли зованы 


А между основаниями, Резкие рефлек- 





И. Гершкович 









РИС. 1У-: 


Фотография диффракции рентгеновых лучей на волокнах ДНК 
шой влажности (конфигурация 2). 


Волокна вертикальны. Рефлексы, соответствующие 3,4 А, находятся 
внизу. Угол в Х-образной центральной картине соответствует посго: 








подъема полинук: 
совместно с Г. Р. 





тидной цепи в спиральной молекуле (фотография 
’илсоном; ДНК выделил Л. Д. Гамильтон) 














при боль- 


вверху и 
пу углу 
получена 


бактериофагов. Однакомы обнат 
жанием аденина или с гл аружили, что ДНК с очень высоким содер- 


ЮкКозой < ё 
кристаллизуются не совсем ба Е АЗЕНИЕ = а 


СТРУКТУРА ДНК — НЕ АРТЕФАКТ 


оятно, недостаточ 
ны ДНК. Но. г ох И 
28 ыло бы попыта: — 
ческий материал в интактной таться взглянуть и на генети 


изолированной ДНК отличается он ре р а 
в большинстве случаев связа а оторая имеется ш у1уо, где Д 
на с белком. Оптические исследования пока- 

зали, что в головках спермиев молекулы сильно упорядочены и поэтом 

от объект великолеп упорядочен п у 
это но подходит для рентгеноструктурного анализа. 
В то же время хромосомы большинства типов клеток оказываются очень 
сложными объектами, у которых есть лишь слабые намеки на упорядо- 
ченность структуры. Рендалл интересовался этим вопросом в течение 
нескольких лет и подтолкнул Гозлинга на исследование спермиев барана. 
Пагочкообразные спермии, которые, как обнаружил Шмидт, обладают 
сильной оптической анизотропией, должны были оказаться прекрасным 
объектом для рентгеноструктурного исследования. Ринн [17], изучая 
жидкие кристаллы различной природы, уже получил картины диффрак- 
ции на этих спермиях. Но его техника была, по-видимому, несовершен- 
ной, так как он пришел к ошибочному выводу, согласно которому нуклео- 
протеид находится в жидко-кристаллическом состоянии. Полученные 
нами фотографии [18] ясно показали, что материал в головках спермиев 
обладает упорядоченностью в трех измерениях, т. е. находится в кристал- 
лическом, а не жидко-кристаллическом состоянии. Картина диффракции 
(рис. 4) похожа на полученную для ДНК (рис. 5). Это показывает, что 
структура в волокнах очищенной ДНК в основном не является артефак- 
том. Работая на Зоологической станции в Неаполе, я обнаружил, что 

можно ориентировать головки спермиев в волокнах. Хорошие диффрак- 

ционные картины получаются от интактных влажных сперматофор, 

являющихся пакетами естественно ориентированных спермиев. Картины 

диффракции, похожие на полученные для ДНК, получены также и для 

бактериофага Т2, предоставленного мне Уотсоном. 


ДИФФРАКЦИЯ РЕНТГЕНОВЫХ ЛУЧЕЙ НА ДНК 
И РАЗЛИЧНЫЕ КОНФИГУРАЦИИ МОЛЕКУЛЫ 


й ется единственным методом, который может 
Циффракционный анализ явля 
м информацию о конфигурации молекулы ДНК. Оптические 


Методы исследования, хотя и имеют ценность как инь к а 
спруктурвому анализу, дают гораздо мотьшо информации, причем укавы- 
ВАют в основном на ориентацию связей и а ДНК а ты 
Исследования способствовали установлению а построить мо ель 
0-первых ПиЗин Форме О 
рвых, они да ых, они показали, что модель Уотсона — Кри: 
и ну ВОЖДЯ из этих данных, она была уточнена 


и "справлена. сопые исследования (например, [49] и 20) показали, 
что мраакушы ДЕ драиимЕИ ОНО О ни ЗОНЫ 
Маций ре часть которых может т ы, солей и катионов исполь- 
зи Форма Содержание в волокне в хе является главным фак- 
И ия РС м сы п форму кристалла 
тором а =. конформацию 

(‘абл. 1). а 
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Таблица 1 


СВОДНЫЕ ДАННЫЕ О РАЗЛИЧНЫХ ФОРМАХ ДНК В ВОЛОКНАХ 



































а ы ЗЕ| &е | р | Размеры элементарной 
ЗЕ | зе 3 Необходимая ячейни 
83 Зе относитель- | Кристал-| гристал- Полоэже- 
ЕСИ Я ная влаж- ‚лическая чо "ие моле- 
$= | са тично“ть 
2 ь ЗЕ 3 | ность м дру- | группа кулы о › } 
$3 | ЗЗЕ 5 | гие условия а(А) | КА) | (А) | В 
из |м;е э 
Ее 
А | 10| 20 | ма 75% Моноклин-|Кристал- 40,62 | 28,15 | 97,0 
к ная лическая 
В 
в |0 —0 | Ш 66% Ортором- |Кристал- 0, 0, 1/6 | 22,5 | 30,9 | 33,7 — 
3% ТАС в во- | бическая |лическая | 1/2, 1 21/6 
локне 
7 75—90% Ортором- |Полукрис- 0,0, 1/8 | 24,4 33,6 — 
бическая | талличе- | 1/2,1/2,1/8 
ская 
ы 92% Гексаго- |Полукрис- 46 — 34,6 — 
Ма нальная |талличе- 
к ская 
вВь 
В. 9,9 02| Ма 75% Тетраго- |Полукрис- = У 
под натяжени-| нальная талличе- 
ем ская 
с 9,3 | —5 | М 44% Ортором- |Полукрис-| 0, 0, 1/8 | 20,4 | 31,9 | 30,9 — 
без ТАС бическая | талличе- | 1/2, 1/2, 1/8 
ская 
11 | 44%, только |Гексаго- |Полукрис-|(, 0, 0 или | 35,0 — | 30,9 ее. 
в некоторых | нальная | талличе- 172 
образцах. Без ская 1/3, 2/3, 1/6 
ТАС] в волокне или 1/3 
2/3, 1/3, 1/6 
или 1/3 






































Я кратко опишу три основные конфигурации ДНК. Во всех случаях 
данные диффракции удовлетворительно объясняются на основе все той же 
структуры Уотсона — Крика. Это гораздо сильнее убеждает в правиль- 
ности структуры, чем если бы была изучена лишь одна конфигурация ДНК 
Конфигурация молекулы определяется путем построения такой молеку- 
лярной модели, для которой вычисление интенсивности диффракции 
соответствуют тем, что были получены на опыте [49]. 

Как и при большинстве методов рентгеноструктурного анализа, при 
диффракции определяются лишь интенсивности, но не фазы ИН 
Поэтому из таких данных нельзя прямо вывести структуру. Конечно, 
если бы разрешение было достаточным для того, чтобы различить боль. 
шинство атомов в структуре, то структуру можно было бы определить 
не выдвигая особых стереохимических предположений, а принимая лишь 
что известна средняя величина атомов, из которых состоит молекула Ода 
ко посредством одного лишь рентгеноструктурного анализ Я 
делить положение большинства атомов в ДНК (рис. 7). Поэтом е 
более обширные стереохимические предположения, которые риск 
в построение моделей молекулы. Большинство предположений не ин 
других альтернатив, но там, тде возможна альтернатива (нап о 
в расположении водородных связей при спаривании оснований) р мер, 
использовать данные рентгеноструктурного анализа для того, чтоб ужно 
новить правильность предположения. Иными словами, вобщоди, ы уста- 
новить, что предполагаемая структура является единственно а 

«ной. 


а нельзя опре- 
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КИ РИС. ТУ-9. 

ик Диффракция рентгеновых лучей на микрокристаллах волокон ДНК в конфи- 

и гурации А (фотография получена совместно с Г. Р. Уилсоном; ДНК выде- 
лил Л. Д. Гамильтон) 





и" И. Гершкович 














РИС. ТУ-7. 


Фурье-синтез (проведенный С. Арноттом), который показывает распределение 
электронной плотности в плоскости пары оснований в ДНК, находящейся 
в В-форме. 


Распределение соответствует усредненной паре. На карте видна форма пары основаниг „ 
но не разрешены отдельные входящие в нее атомы. Фурье-синтез уточняется, а в кар- 
ту вносятся соответствующие исправления. Контурные линии проведены через каждые 
2 Е/АЗ; уровень нулевой плотности проведен пунктиром 


В последние годы наша работа велась именно в таком направлении. Чтобы 
удостовериться в правильности гипотетической структуры ДНК, нужно 
было собрать по возможности все данные рентгеноструктурного анализа. 


В-КОНФИГУРАЦИЯ 


На рис. 5. приведена картина диффракции на волокне ДНК при высокой 
влажности, когда молекулы разделены водой и более или менее независи- 
мы друг от друга. Мы не исследовали детально ДНК при таких условиях. 
Можно было бы получить картины получше, но и эти достаточно опреде- 
ленны: резкость многих рефлексов указывает на то, что молекулы обла- 
дают упорядоченной структурой. Эта конфигурация известна как В-кон- 
фигурация (см. также рис. 3). Она наблюдается шт У1у0; известны дока- 
зательства того, что ДНК, растворенная в воде, находится именно в этой 
форме. В этой конфигурации на один оборот спирали приходится 10 пар 
нуклеотидов. Нет очевидных причин к тому, чтобы это число было целым. 
Но если это действительно так, то значение этого пока не ясно. 

Когда ДНК кристаллизуется, процесс кристаллизации накладывает на 
молекулу ограничения и может привести к сильному ее упорядочению. Пе- 
риодичность расположения молекул в микрокристаллах волокна увеличи- 
вает резкость рефлексов, соответствующих плоскостям кристалла (рис.6). 
Тщательные измерения положений рефлексов и определение кристалли- 
ческой решетки дают возможность выяснить, как направлены отражения. 
Картины диффракции от большинства волокнистых веществ двумерны 
и похожи на рис. 5. В отличие от этого, кристаллические волокна ДНК 











дают довольно полную трехмерную картину 
диффракции. Эти данные дают информацию 
овиде молекулы под любыми углами зрения 
и сопоставимы с данными, полученными на 
отдельном кристалле. Можно использовать 
метод трехмерного синтеза Фурье (рис. 7), и 
тогда структура определяется вполне на- 
дежно. 


А-КОНФИГУРАЦИЯ 


В этой конформации на оборот спирали в 
молекуле приходится 11 пар нуклеотидов. 
Шаг спирали равен 28А. Относительные рас- 
положения и ориентации оснований, дезок- 
сирибоз и фосфатных групи существенно 
отличаются от таковых в В-форме. В частно- 
сти, пары оснований отклонены на 20° от 
перпендикуляра к оси спирали (рис. 8). 

А-форма ДНК (рис. 1) была первой об- 
наруженной кристаллической формой. ш у1- 
уо она не наблюдается и тем не менее пред- 
ставляет особый интерес, так как очень по- 
хожую спиральнуюконфигурацию принимает 
РНК. Полное значение А-формы ДНК, веро- 
ятно, будет вскоре раскрыто. Хорошая фото- 
графия диффракционной картины на А-фор- 
ме приведена на рис. 9. 





С-КОНФИГУРАЦИЯ 


РИС. 1у-8. Эту форму можно считать артефактом, по- 
Молекулярная модель ДНК лучающимся при частичном высушивании. 
в конфигурации А, Спираль не целая, на виток приходится при- 


Видно, что плоскости оснований мерно 91/3 пар нуклеотидов. Спирали упако- 
наклонены под углом 20° к гори- вываются вместе, образуя полукристалли- 
Сл 
зонтали ческую структуру. Положения нуклеотидов 
в 
у соседних молекулах не связаны каким- 
либо особым образом. Конформация нуклеотидов очень похожа на тако- 
вую в В-форме. Различия между картинами диффракции на формах В и 
С вызваны изменением положения нуклеотидов в спирали Сравнение 
этих форм еще больше подтверждает правильность структуры. Это напоми- 
нает попытку определить структуру гнутого кресла, наблюдая за его те 
нью: если конформация кресла слегка изменена, то ст , 
кт 
т руктура его видна 


СПИРАЛЬНАЯ СТРУКТУРА МОЛЕКУЛЫ РНК 


РНК, в отличие от ДНК, дает бедные рефлексами картины диф 

хотя получить их пытались разные исследователи, в том чи фракции. 
Многие данные указывают на то, что РНК содержит спи сле и мы. 
<тки. Например, оптические свойства растворов РНК яс. ральные уча- 
(например, [24 ]), что основания в участках молекул РНК показывают 
стопкой, а структура этих участков спиральна, что ыы 
жими на ДНК. Рентгенографические исследования синтет ает их похо- 
рибонуклеотидов также показывают, что РНК; Наоми сих поли- 
Картины диффракции на РНК [23], в общем, ает ДНК [22]. 


| похо; 
торые получаются на ДНК, но природу их трудно ране те, ко- 
из-за их 
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дезориентации ‚и диффузности. 


Основную трудность представ- 
ляло то, Что появлялось в виде 
сильных меридиональных реф- 
лексов при 3,3А и 4А. Их нель- 
зя было интерпретировать ис- 
ходя изспиральной структуры. 

В первых работах препара- 

лы РНК были гетерогенными. 
Мы думали, что гораздо более 
томотенная РНК растительного 
зируса даст лучшую картину, но 
эти надежды не оправдались. 
Однако, когда стали доступны 
препараты рибосомальной и «ра- 
створимой» РНК, мы почувст- 
вовали, что перспективы для 
структурного анализа улучша- 
ются. Мы решили сконцентри- 
ровать свои усилия на изуче- 
нии «растворимой» РНК в о0с- 
новном потому, что Джеффри 
Браун в нашей лабораториипри- 
готовлял большие количества 
высокоочищенной транспортной 
РНК для своих физических и 
химических исследований. Он 
также разделил их на различные 
транспортные РНК, специфич- 
ные для включения в белок оп- 
ределенных аминокислот. Эта 
РНК привлекала нас по многим 
причинам: молекулы ее необыч- 
но малы для нуклеиновой кис- 
лоты; существовали указания, 
что она может иметь регулярную 
структуру; она обладает важной 
биохимической ролью, но многие 
стороны ее функционирования 
неизвестны. 

Мы обнаружили, что ориен- 
тировать транспортную РНК в 
волокнах очень трудно. Однако, 
внимательно разглядывая в пре- 
паровальную лупу гели РНК 
в сухой атмосфере, я обнару- 
жил, что можно сделать волокна 
со столь же высоким двойным 





РИС. ТУ-1?. 


Модель молекулы транспортной РНК 


лучепреломлением, что и у ДНК. Но иоэти волокна дали диф- 
фракционную картину не лучше тех, что получались для других типов 
РНК, так как при повышении содержания воды в фибриллах молекулы 


дезориентировались. Уотсон, 


Фуллер, Микаел Спенсер и я работали 


много месяцев, пытаясь улучшить образцы для рентгенографического 

у ь ы . г 

исследования. Мы не могли добиться успеха до тех пор, пока Спенсер 

не нашел образец который дал несколько тусклые, но резкие диффрак- 
зец, 


ционные кольца сверх обычной 


для РНК диффузной картины. Этот 


образец состоял из геля РНК, запечатанного в маленькую ячейку для 
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рен тгенографического исследования. Оказалось, что гель постепенно вы- 


ки в результате утечки. Диффракционные кольца были настолько резки- 
ми, что мы были почти уверены, что они вызваны ‚кристаллической при- 
месью; при рентгенографических исследованиях ие пренпа- 
ратов это не редкость. Было похоже, что этот образец РНК давал кольца, 
обусловленные примесью ДНК. Поэтому эти кольца не очень-то оона- 
деживали нас. Однако через несколько недель Спенсер исключил все 
другие возможности—он ясно показал‚что кольца обусловлены самой РНК. 
Ему удалось получить еще более яркие кольца, контролируя постепенное 
высушивание.С помощью усовершенствованного устройства ‚котороемы раз- 
работали для вытягивания РНК, и используя гель, постепенно скон- 
центрированный Брауном, Фуллер ориентировал РНК, не нарушив ее 
кристалличности. Эти волокна дали четкую и определенную картину 
диффракции; при гидратации фибрилл ориентация не исчезала. Оказа- 
лось, что методы вытягивания фибрилл, которые я ранее использовал, 
полностью разрушали кристалличность. Если бы вместо этого снача- 
ла допускали медленную кристаллизацию материала, то вытягивание 
ориентировало бы микрокристаллы, а заодно и молекулы РНК. Отдель- 
ные же молекулы были слишком малы, чтобы их можно было ориентиро- 
вать без аггрегации, которая достигается при кристаллизации. Неожи- 
данно обнаружилось, что из всех исследованных нами типов РНК транс- 
портная РНК, которая обладала наименьшим молекулярным весом, 
ориентировалась лучше всего. 

Картины диффракции от транспортной РНК получились резкими и 
хорошо ориентированными [24]. В результате выявилось поразительное 
сходство диффракции от РНК и отА-формы ДНК (рис. 10). Удалось устра- 
нить трудность, связанную сдвумя рефлексами при 3,4А и 4А (рис. 11). 
В картинах диффракции на РНК положения трех рефлексов, указанных 
стрелками, отличались от тех, которые характерны для ДНК. В резуль- 
тате, когда молекулы были плохо ориентированы, эти три рефлекса пере- 
крывались и казались двумя. Несомненно, что РНК обладает правильной 
спиральной структурой, которая почти идентична структуре ДНК в А-фор- 
ме. Различия между картинами диффракции на РНК и ДНК можно отне- 
сти за счет небольших различий этих двух структур. 

Из сходства структуры РНК и ДНК следует, что РНК должна содер- 
жать последовательности оснований, которые полностью (или по крайней 
мере большей частью) комплементарны. В молекуле около 80 нуклеотидов. 
Самая простая структура, сопоставимая с результатами рентгенострук- 
турного анализа, состоит из одной полинуклеотидной цепи, которая зак ру- 
чена сама на себя, так что одна половина цепи связана с другой посред- 
ством спаривания оснований. Эта структура показана на рис. 12. Следуел 
подчеркнуть, что, хотя мы уверены в правильности спиральной структуры, 
мы не знаем, деиствительно ли оба конца цепи находятся на конце моле- 
кулы. Цепь могла бы быть акручена с обоих концов молекулы, так что 
концы цепи находились бы где-то в середине спирали. Известно, однако, 
что аминокислоты присоединяются к концу цепи, которая оканчивается 
последовательностью основании цитозин-цитозин-аденин. 








СВЯЗЬ МОЛЕКУЛЯРНОЙ СТРУКТУРЫ РНК 
С ФУНКЦИЕЙ 
Построение молекулярных моделей показыва ) 
и те: ы ет, что в петле на 
кулы транспортной РНК должно быть три или более нуклвотадон В, а 
модели петля состоит из трех нуклеотидов, которые не вые р: 
ы водород- 


ными связями. Может быть, эта тройка оснований и есть та ч 
кулы, которая присоединяется к соответствующему участку Аа ое 
у линуклео- 
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тидной цепи кодирующей РНК, определяющей последовательность 
аминокислот в полипентидной цепи белка. Считают, что каждой амино- 
кислоте соответствует в кодирующей РНК тройка оснований. Триплет 
в транспортной РНЕ мог бы специфически прикрепляться к кодирующе- 
му триплету водородными связями с образованием пар оснований. Надо 
подчеркнуть, однако, что эти представления умозрительны. 

Мы предполагаем, что часть молекулы транспортной РНК специфически 
взаимодействует с ферментом, участвующим в присоединении аминокис- 
лоты к РНК. Но мы не знаем, как это происходит. Столь же мало мы знаем 
и о том, как взаимодействует с ДНК фермент, участвующий в ее реплика- 
ции, равно как и о других аспектах механизма репликации ДНК. Наличие 
в молекуле транспортной РНК комплементарных последовательностей 
оснований наводит на мысль, что она может, как и ДНК, самореплициро- 
ваться. Но пока в пользу этого имеется мало данных. Картины диффрак- 
ции на вирусной и рибосомной РНК показывают, что в молекулах также 
есть спиральные участки, функция которых тоже неизвестна. 

Открытие молекулярной структуры ДНК немедленно привело к появ- 
лению гипотезы о механизме ее репликации. Это было обусловлено про- 
стотой структуры ДНК. По-видимому, структура и функция молекулы 
В большинстве случаев непосредственно связаны друг с другом. Обнару- 
жение спиральной конфигурации молекул РНК является первым шагом 
к объяснению функции РНК. Однако для создания адекватной картины 
функционирования РНК может потребоваться более полная информация 
о ее структуре, например, определение последовательности оснований, 
а также больше знаний о взаимодействии разных типов РНК в рибосоме. 





ВОЗМОЖНОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ОСНОВАНИЙ 

В ТРАНСПОРТНОЙ РНК НА ОСНОВАНИЙ АНАЛИЗА 
ДИФФРАКЦИИ РЕНТГЕНОВЫХ ЛУЧЕЙ 


Биологическая специфичность нуклеиновых кислот, по-видимому, цели- 
ком определяется последовательностью составляющих их оснований. 
Поэтому сегодня наиболее фундаментальной проблемой в исследовании 
нуклеиновых кислот является, вероятно, определение этих последова- 
тельностей. Количество оснований в ДНК слишком велико, чтобы можно 
было определять их последовательность по данным диффракции. Однако 
число оснований в транспортной РНК не так велико. Два наблюдения 
Указывают на возможность полного структурного анализа транспортной 
РНК с помощью рентгеновых лучей. Во-первых, мы наблюдали (рис. 13) 
в картинах диффракции на транспортной РНК отдельные пятна, каждое 
из которых соответствует ельному кристаллу РНК. По нашей оценке 
их размер около 10 мя. Эта оценка подтверждается тем, что в поляриза- 
ционный микроскоп видны участки с двойным лучепреломлением, кото- 
рые являются, вероятно, кристаллами. Наверное, не слишком трудно выра- 
стить в несколько раз больший кристалл, который уже годился бы для 
рентгенографического исследования. 

Второе наблюдение, которое обнадеживает нас, состоит в том, что 
Ограниченное разрешение рентгенографических данных для ДНК обус- 
ловлено почти исключительно дезориентацией монокристаллов в волокнах 
ДНК. Данные по интенсивности рефлексов для ДНК показывают, что 
температурный фактор (В = ДА) для ДНК тот же, что и для простых сое- 
динений. Поэтому представляется, что кристаллы ДНК обладают доволь- 
но совершенной кристалличностью; если бы можно было наблюдать за 
НК, то данных об интенсивности рефлексов 


отдельными кристаллами Л 
было бы достаточно для определения точного положения каждого атома 











589 





в молекуле (не говоря уже об апериодической последовательности осно- 
ваний). 

Мы изучаем возможность получения монокристаллов ДНК, но больше 
нас волнует задача получения столь же совершенных монокристаллов 
транспортной РНК, которые наблюдаются в случае ДНК, и последующего, 
определения последовательности оснований. Пока кристаллы РНК полу- 
чаются гораздо менее совершенными, чем кристаллы ДНК. Но большин- 
ство наших опытов мы проделали с препаратами РНК, содержащими 
смесь молекул РНК, специфичных для разных аминокислот. Мы редко 
использовали РНК, которая была бы специфична в основном только для 
одной аминокислоты, и надеемся, что можно будет получить такие пре- 
параты РНК, которые состоят из молекул лишь одного типа. Можно. 
надеяться, что такие РНК будут образовывать столь же совершенные 
кристаллы, что и кристаллы ДНК. В таком случае ничто не помешает 
провести прямой анализ всей структуры молекулы, включая и последо- 
вательность оснований, и «петлю» на конце. Может быть, мы слишком опти- 
мистичны, но причина этого оптимизма кроется в недавних и несколько 
неожиданных успехах диффракционного анализа при изучении нуклеи- 
новых кислот и белков. 
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Приложение У 


БИОСИНТЕЗ ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕИНОВОЙ КИСЛОТЫ 
А. КОРНБЕРГ 


Нобелевская лекция, 1959 г. 


Результаты, полученные в последние годы при изучении трансформа- 
ции бактерий [1] и инфицирования бактериальных клеток вирусами [23], 
а также данные иного рода [3] убедили ббльшую часть исследователей 
в том, что дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК) является веществом, 
обусловливающим генетические эффекты. Поэтому мы вправе принять, 
что ДНК не только управляет синтезом белков и развитием клетки, 
но что именно она представляет собой то вещество, которое должно вос- 
производиться и обеспечивать таким образом тождественное развитие 
потомства данной клетки на протяжении многих поколений. ДНК подобна 
ленте, несущей информацию, содержащую специальную инструкцию. 
Так же, как в случае записи на ленте, с ДНК могут быть сняты точные 
копии, благодаря чему информация может быть использована в другом 
месте и в другое время. 

Составляют ли эти две функции — претворение кода в жизнь (синтез 
белка) и копирование кода (сохранение наследственных признаков) — 
одно единое целое или эти две функции могут быть отделены друг от друга? 
На протяжении наших пятилетних исследований мы пришли к заклю- 
чению, что процесс воспроизведения ДНК можно изучать и, по крайней 
мере частично, понять на ферментном уровне; что же касается вопроса 
отом, каким образом ДНК управляет синтезом белков, то ответ на его 
остается тайной, скрытой внутри клетки. 


СТРУКТУРА ДНК 


Начнем с краткого обзора наиболее важных особенностей структуры ДНК. 
Проведенный многими исследователями [4] анализ состава препаратов 
ДНК, полученных из самых разнообразных источников, выявил одно 
существенное обстоятельство: оказалось, что содержание пуринов в ДНК 
всегда равно содержанию пиримидинов. В пределах пуриновой группы 
содержание аденина может значительно отличаться от содержания гуа- 
нина, а в пределах пиримидинов — содержание тимина от содержания 
цитозина. Но при этом всегда наблюдается равенство числа’ оснований, 
имеющих в положении 6 кольца аминогруппу, и оснований, имеющих 
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в этом положении кетогруппу. Эти 
факты были использованы Уотсоном 
и Криком [5] в предложенной ими 
гипотезе структуры ДНК. Эти авторы 
предположили (рис. 1), что б-амино- 
группа аденина связана водородны- 
ми связями с б-кетогруппой тимина, 
а гуанин связан аналогичным обра- 
зом с цитозином и что в этом заклю- 
чается причина равенства числа пу- 
ринов и пиримидинов. 

Исходя из этих представлений, 
а также из результатов рентгено- 
кристаллографических измерений 
Вилкинса и его сотрудников [6], 
Уотсон и Крик предположили, что 
ДНК построена из двух длинных 0об- 
вивающих друг друга цепочек, обра- 
зующих двойную спираль. На рис. 2 
схематически изображен фрагмент 
цепочки ДНК, состоящий прибли- 
зительно из 10 нуклеотидных еди- 
ниц. Согласно физическим измерени- 
ям, цепочки ДНК состоят в среднем 
из 10 000 нуклеотидных единиц. Как 
видно из схемы, дезоксипентозные 
РИС. \У-2. кольца связаны фосфатными остатка- 
Двойная спираль молекулы ДНК ми и образуют хребет цепочки; пури- 
(модель Уотсона и Крика) новые и пиримидиновые кольца пред- 

ставляют собой плоскостные струк- 

З туры, расположенные перпендику- 

лярно основной оси цепочки. Рис. 3 представляет собой более детализи- 

рованную молекулярную модель 7], которая дает более ясное представ- 

ление о расположении атомов в этой структуре. Пуриновые и пирими- 

диновые основания одной из цепочек связаны водородными связями, 

показанными на рис. 1, с пиримидиновыми и пуриновыми основаниями 
комплементарной цепочки. 

Рентгеноструктурные измерения показали, что расстояние между 
двумя цепочками модели соответствует величине, вычисленной для водо- 
ото рабетояние слишком мало дал двух Нурыров и бо мидиновЫм 
двух пиримидинов. Наибольшее достоинство этой о ных ие 
точки зрения состоит в том, что она позволяет п Я О ООО 

: ы : рекрасно объяснить 
процесс воспроизведения ДНК в клетке. Если представить себе, что эти 
две цепи разъединяются и затем образуются новые, комплементарные 
по отношению к каждой из них, цепи, то результатом будут две двойные 
спирали, ИН РАНЫ из них идентична Двойной родительской спи- 
рали, а каждая цепь пары идентична соответствующей цепи в другой паре. 

















ПОДХОД К ВОСПРОИЗВЕДЕНИЮ ДНК 
С ЭНЗИМОЛОГИЧЕСКОЙ ТОЧКИ ЗРЕНИЯ 


Хотя Уотсон и Крик и предложили механическую модель вос 
ния ДНК, мы должны поставить перед собой следующий ое 
тот химический механизм, который осуществляет синтез этой т каков 
кулы в клетке? Около 60 лет назад сбраживание сахара м о 
а р ый ны от живой ори —— 
агодаря открытию Бухнером процесса брожения в э р 
Кстрактах, и бла- 
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тодаря успехам энзимологии в пер- 
вой половине ХХ в. мы теперь рас- 
сматриваем дрожжевое брожение как 
определенную, известную нам после- 
довательность химических реакций, 
составляющих единое целое. 

5 лет назад синтез ДНК тоже рас- 
сматривали как «жизненный» процесс. 
Некоторые исследователи придержи- 
вались тогда того мнения, что био- 
химики должны исследовать процесс 
сгорания веществ в клетке, но не 
вмешиваться в генетический аппарат 
клетки, поскольку это может приве- 
сти лишь к путанице. Однако эти 
мрачные предсказания не подтверди- 
лись, так же как не оправдалась 
пессимистическая точка зрения отно- 
сительно исследования клеточной 
структуры и ее специализированной 
функции. 

В энзимологии назревают круп- 
ные события, и объяснения мно- 
тих фактов можно ожидать от иссле- 
дователей, работающих в области 
энзимологии углеводов, жиров, ами- 
нокислот и нуклеиновых кислот. 

Я убежден сейчас, как и рань- 
ше, что для плодотворного подхода 
к проблеме биосинтеза нуклеиновых 
кислот важно понимать механизм 
биосинтеза простых нуклеотидов и 
коферментов и хорошо владеть этими 
данными и связанной с ними мето- 
дологией. Именно на основании иссле- 
дований такого рода мы приобрели 
уверенность в том, что основными 
биосинтетическими строительными 
единицами нуклеиновых кислот явля- 
ются активированные нуклеозид-5'- 
фосфаты [8]. Как известно, все основ- 
ные пути биосинтеза пуринов и пири- 
мидинов приводят кобразованию нук- 
леозид-5’-фосфатов [8]; свободные ос- 
нования или нуклеозиды обычно #8 
образуются, если не считать некото- 
рых специальных случаев. Нам из- 
вестны также 2/-и 3’-изомеры этих 
нуклеотидов, однако они, вероятно, 
образуются в результате каких-то 
процессов ферментативного распада 
нуклеиновых кислот. Изучение био- 
синтеза коферментов [9], являю- 
щихся самыми простыми продуктами 
конденсации нуклеотидов, чоказа- 
ло, что при конденсации аденозин- 
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о-Р-0° трифосфата (АТФ) с никотинамидмоно- 

н,6 0- нуклеотидом образуется дифосфопири- 
2 | Полинуклеотид диннуклеотид, с рибофлавинфосфатом — 

флавинадениндинуклеотид (ФАД), с пан- 
тотеинфосфатом — предшественник ко- 
Г фермента А и т. д. Затем были от- 
крыты идентичные механизмы активи- 
рования жирных кислот и аминокислот, 
а также показано, что уридиновые, цити- 
диновые и гуанозиновые коферменты об- 
но н разуются аналогичным образом из со- 
) ответствующих трифосфатов этих ну- 
клеозидов. 

о! о т к Указанный механизм (рис. 4), в ко- 

оророо тором нуклеофильное воздействие [10] 
Н.С0! оО ЕХТФ нуклеозидмонофосфата на активирован- 
ную пирофосфатную группировку аде- 
нилового соединения приводит к обра- 
зованию кофермента, был принят в ка- 
честве рабочей гипотезы для изучения 
синтеза цепочки ДНК. Как показывает 
ый рис. 5, мы предположили, что основ- 

ной строительной единицей служит дезо- 
р ксинуклеозид-5’-трифосфат, с которым 
ых механизм удлинения взаимодействует 3’-гидроксильная груп- 
па растущего конца полидезоксинук- 
леотидной цепочки; при этом отщепн- 

ляется неорганический пирофосфат и цепочка удлиняется на одну единицу. 
Результаты, полученные нами при исследовании синтеза ДНК, как 
будет показано ниже, согласуются с таким типом реакции. 





РИС. У-5. 


СВОЙСТВА ФЕРМЕНТА, СИНТЕЗИРУЮЩЕГО ДНК 


Рассмотрим в первую очередь фермент, который, по-видимому, осуще- 
ствляет синтез ДНК, и путь, который привел к его открытию [8, 11]. 
Трудно было ожидать, что смешивание трифосфатов четырех дезоксинук- 
леозидов, которые обычно входят в состав ДНК, с экстрактом из зобной 
железы или костного мозга или из Езсйее а сой приведет к реальному 
синтезу ДНК. Напротив, как и следовало ожидать, доминирующим про- 
цессом было разрушение ДНК экстрактами из таких тканей и клеток; 
нужно было прибегнуть к более хитроумным приемам, чтобы вмявить 
интересующую нас биосинтетическую реакцию. Мы использовали для 
этого меченный СМ субстрат, обладающий высокой удельной радиоактив- 
ностью, и инкубировали его с аденозинтрифосфатом и экстрактом из 
Езсйетстща сой — организма, который воспроизводится каждые 20 мин. 
Первый положительный результат состоял в том, что очень небольшая 
часть кислоторастворимого субстрата превращалась в кислотонераство- 
римую фракцию (в осадке обнаруживали около 50 импульсов из 4 009 000 
импульсов добавленного субстрата). Хотя это и составляло всего несколь- 
ко микромолей, все же это уже было нечто реальное. В эту крошечную 
щель мы попытались забить клин; молотом, который мы использовали 
для этого, явилась очистка фермента [12]. 5 

Этим приемом мы пользовались и раньше и пользуемся им с успехом 
до сих пор. Наши лучшие препараты в пересчете на белок в несколько 
тысяч раз обогащены ферментом по сравнению с неочищенными экстрак- 
тами; но,они все еще загрязнены некоторым количеством одного или 
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нескольких видов нуклеаз и 

диэстераз, которыми столь бо- РРР Гр | 

таты клетки Е. с0ой. В живот- | 

ных клетках ив клетках других о 9СРРР | СР 

видов бактерий установлено 3 + ДНК = ДНК - 

присутствие ферментных систем, АНЯ ЧАР 

которые, по-видимому, анало- п @СРРР 

тичны системе, синтезирующей 5 

ДНК у. сой [13]. Однако что- 

бы можно было сравнивать эти 

системы с системой Е. сой, 

необходимо осуществить очист- т м м 

авнение ерментативного синтеза . 

а и РРР о тимидина; аСРРЬ 

(дГФФФ) и т. д.— трифосфаты дезоксигуано - 
На рис. 6 приведено урав- зина ит. д. 
нение, из которого видно, какие 
ингредиенты требуются для то- 


го, чтобы очищенная ферментная система из Е. сой [44] могла осуще- 
ствлять реальный синтез ДНК. Необходимым условием является при- 
сутствие всех четырех дезоксинуклеотидов, образующих пары аде- 
нин — тимин и гуанин — цитозин. Субстратами должны быть три-, 
а не дифосфаты; активностью обладают лишь соединения, содержа- 


СР 


4 (п)РР 


щие дезоксисахара. ДНК, которая также должна присутствовать в реак- 
ционной смеси, может быть выделена из животных, растительных или 
бактериальных источников, а также из вирусов; лучшим подтверждением 
этому служит тот факт, что все эти препараты ДНК одинаково хорошо 
обеспечивают синтез ДНК при том условии, если их молекулярный вес 
достаточно высок. Продукт реакции, который мы рассмотрим подробнее 
несколько ниже, накапливается до тех пор, пока один из субстратов 


не будет исчерпан; количество образующегося продукта может в 20 раз 
и более превышать количество добавленной ДНК; таким образом, продукт 
реакции может на 95% и более состоять из субстратов, добавленных 
к реакционной смеси. В процессе реакции наблюдается освобождение 
неорганического пирофосфата в количестве, эквивалентном количеству 
дезоксинуклеотидов, превратив- 
шихся в ДНК. 

Если один из субстратов от- 
сутствует, то размеры синтеза 
уменьшаются более чем в 10* рази 
обнаружить его в этом случае мож- 
но только при помощи специаль- 
ных методов. При отсутствии одно- 
го из дезоксинуклеотидов к ДНК- 
затравке присоединяется чрезвы- 
чайно маленькое, но все же ощу- 
тимое количество нуклеотида. Мы 
описали эту «лимитированную» 
реакцию [45] и показали, что при 
таких условиях к нуклеозидному 
концу некоторых цепочек 
присоединяется небольшое коли- 
чество дезоксинуклеотидов, но 
дальнейший синтез блокируется 
ввиду отсутствия соответствующе- 
го нуклеотида. Наши текущие 
исследования показывают, та ео Механизм ферментативного воспроизведе- 
добчая лимитированная Реакция ция ДНК 
представляет собой наращивание 
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более коротких двойных спиралей ДНК, в которых отдельные ы.— 
дают неодинаковой длиной, и что в основе реакции лежит образование 
водородных связей между аденином и тимином, © одной стороны, и 
гуанином и цитозином — с другой. 

ы Если присутствуют все четыре трифосфата, но ыы ДНК, то 
реакция не идет совсем. Чем обусловлена потребность в ДНЕ? Действует 
ли ДНЕ в качестве затравки, подобно гликогену, или она служит матри- 
цей, управляющей синтезом точной копии самой себя? У нас имеются 
веские основания считать, что справедливо последнее предположение; 
поэтому я хотел бы в качестве центрального тезиса подчеркнуть, что 
потребность в ДНК определяется способностью оснований соединяться 
попарно водородными связями, причем водородные связи образуются 
между предшествующей ДНК и нуклеотидами, добавленными к реакцион- 
ной среде в качестве субстратов. 

Таким образом, изучаемый нами фермент уникален, насколько мы 
знаем в настоящее время, в том отношении, что он «получает указания» 
от матрицы: он катализирует образование водородных связей между 
пуриновыми и пиримидиновыми основаниями, добавленными в качестве 
субстратов, с одной стороны, и соответствующими основаниями мат- 
рицы — с другой (рис. 7). Это положение подтверждается данными пяти 
различных категорий. 


ФИЗИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ДНК, 
СИНТЕЗИРОВАННОЙ ФЕРМЕНТАТИВНЫМ ПУТЕМ 


Данные первой категории были получены при исследовании физических 
свойств ДНК, образуемой изучаемым ферментом. Напомним еще раз, что 
в этом разделе, как и в разделе, посвященном химической природе ДНК 
(см. ниже), речь идет о препаратах ДНК, на 90—95% состоящих из суб- 
стратов, добавленных в реакционную смесь. Наши совместные работы 
< Г. Шахманом показали, что продукт ферментативной реакции неотличим 
от высокомолекулярной двухцепочечной ДНК, выделенной из естествен- 
ных источников [16]. Величины константы седиментации и приведенной 
вязкости позволяют считать, что синтезированная ферментативным путем 
ДНК представляет собой длинную жесткую палочку с молекулярным 
весом, равным приблизительно 6 млн. При нагревании ДНК палочкооб- 
разная структура разрушается, и молекула превращается в компактный 
беспорядочно свернутый клубок. Очевидно, водородные связи, соединяю- 
щие друг с другом цепочки в молекуле ДНК, разрушаются и это прояв- 
ляется в характерных изменениях вискозиметрических и оптических 
свойств молекулы. Аналогичные результаты получаются при расщен- 
лении молекулы ДНК дезоксирибонуклеазой поджелудочной железы. 
Во всех этих отношениях ДНК, синтезированная ферментативным путем, 
неотличима от ДНК, выделенной из естественных источников; поэтому 
можно считать, что она имеет структуру, аналогичную структуре естесл- 
венной ДНК с характерными водородными связями. 

Можно ли было думать, что деформированные нагреванием препараты 
ДНК с беспорядочно расположенными цепочками могут служить затрав- 
кой для синтеза ДНК? Считалось, что это скорее всего невозможно и что 
спутанная в клубок ДНК не способна служить матрицей в процессе 
воспроизведения. Однако оказалось, что разрушенная теплом молекула 
ДНК является превосходной затравкой для синтеза ДНК и что невязкая 
беспорядочно свернутая одноцепочечная ДНК вызывает синтез двухце“ 
почечной ДНК, обладающей высокой вязкостью [17]. Синсхеймер Не 
лил из мельчайшего вируса фХ174 ДНК, которая, по-видимом Е 
одну цепочку [18]. Подобно нагретой ДНК, она оказалась т Г ее 
затравкой [17] и очень полезным на данном этапе объектом для а 
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дования [19]; именно на ней было показано по седиментации в градиенте 
плотности постепенное превращение одноцепочечной структуры в двух- 
пепочечную в ходе ферментативного синтеза. 

Мы не имеем возможности обсуждать здесь подробно физический 
аспект процесса воспроизведения; но следует отметить, что одноцепочеч- 
ная ДНК является не только прекрасной затравкой, но представляет 
собой ту единственную форму ДНК, которая обладает активностью в слу- 
чае наиболее очищенных препаратов ферментов. Нативная двухцепочеч- 
ная ДНК, полученная из Е. сой, инертна, пока ее предварительно 
не прогреют или не обработают осторожно дезоксирибонуклеазой. Бол- 
люм [20] сообщил об аналогичных наблюдениях, сделанных им на фер- 
менте, полученном в очищенном виде из зобной железы теленка. 


ЗАМЕНА АЗОТИСТЫХ ОСНОВАНИЙ ИХ АНАЛОГАМИ 
ПРИ СИНТЕЗЕ ДНК 


Данные второй категории были получены при исследовании активности 
таких субстратов, в пуриновых или пиримидиновых кольцах которых 
были произведены замещения. На основании многих сообщений о вклю- 
чении бромурацила [24], азагуанина [22] и других аналогов в ДНК бак- 
терий и вирусов можно предположить, что в строении оснований допус- 
тимы определенные отклонения, если только они не влияют на процесс 
образования водородных связей. Опыты, проведенные с дезоксиуридин- 
трифосфатом или 5-бромдезоксиуридинтрифосфатом, показали, что эти 
соединения обеспечивают синтез ДНК, если они применяются вместо 
тимидинтрифосфата, но не обеспечивают его, если ими заменяют трифос- 
фаты дезоксиаденозина, дезоксигуанозина или дезоксицитидина. Как 
уже сообщалось [23], 5-метил- и 5-бромцитозин обладают специфической 
способностью заменять цитозин; гипоксантин может заменять только 
гуанин; и, как уже указывалось, урацил и 5-бромурацил специфически 
заменяют тимин. Эти данные легче всего объяснить исходя из возмож- 
ности образования водородных связей типа аденин — тимин и гуанин — 
цитозин. 

В связи с этим уместно будет упомянуть о том, что существует естест- 
венный «аналог» цитозина, а именно оксиметилцитозин, который присут- 
ствует вместо цитозина в ДНК Т-четных фагов Е. сой [24]. В этом случае 
ДНК содержит эквивалентное количество оксиметилцитозина и гуанина 
и, как обычно, эквивалентные количества аденина и тимина. Особый 
интерес представляет то обстоятельство, что ДНК бактериофагов Т2, ТА 
и Тб содержит глюкозу, связанную с оксиметильной группой оксиме- 
тилцитозина в характерных соотношениях [25, 26]; правда, у фагов Т2 
и Тб некоторые из оксиметильных групи не содержат глюкозы [26]. 

В связи с этим возникают две проблемы, касающиеся синтеза ДНК, 
которые на первый взгляд кажутся несовместимыми с простой гипотезой 
спаривания оснований. Во-первых, каков тот механизм, который в клетке, 
содержащей при нормальных условиях дезоксицитидинтрифосфат и вклю- 
чающей его в ДНК, препятствует включению в молекулу ДНК цитозина? 

0-вторых, чем могло бы объясняться постоянство отношения глюкозы 
к оксиметилцитозину в молекуле ДНК, если включаются как связанные, 
так и не связанные с глюкозой оксиметилцитозиновые нуклеотиды? 

Проведенные нами в последнее время опыты показали, что полимераз- 
ная реакция в клетках, инфицированных вирусом, подчиняется обычным 
законам образования водородных связей, но к этому присоединяется 
Действие некоторых новых ферментов, образующихся в клетке специфи- 
чески в ответ на инфекцию данным вирусом [27, 28]. Один из вновь 
образовавшихся ферментов расщенляет дезоксицитидинтрифосфат и таким 
образом удаляет его из сферы действия полимеразы [28]. Другой фер- 
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мент относится к типу глюкозидирующих ферментов и переносит глю- 
козу с уридиндифосфатглюкозы непосредственно и специфически на неко- 
торые остатки оксиметилцитозина в молекуле ДНК [28]. 


ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ 
ЭНЗИМАТИЧЕСКИ СИНТЕЗИРОВАННОЙ ДНК 


Данные третьей категории были получены при анализе пуриновых и пири- 
мидиновых оснований, входящих в состав ДНК, синтезированной фер- 
ментативным путем. Перед нами встают два вопроса. Во-первых, сохра- 
няется ли в этом продукте эквивалентность аденина и тимина, а также 
гуанина и цитозина, характерная для естественной ДНК? Во-вторых, 
влияет ли состав естественной ДНК, использованной в качестве затравки, 
на состав синтезируемого продукта? В табл. 1 приведены результаты, даю- 
щие ответ на эти два вопроса [29]. Все опыты проводились совершенно 
одинаково, за исключением того, что в каждом случае использовались 
разные ДНК-затравки, а именно ДНК]из Мусобасетит рей, из Езсре- 
ста сой, из зобной железы теленка и из фага Т2. 


Таблица У-1 


ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ ДНК, СИНТЕЗИРОВАННОЙ ФЕРМЕНТАТИВНЫМ ПУТЕМ 
В ПРИСУТСТВИИ РАЗЛИЧНЫХ ЗАТРАВОК 








Аденин Тимин Гуанин Цито- АГ АТ 
дни 0 0 2 ТД ГД 








Мусофаслеглит рШе 


Затравка ре аки со злее 0,65 0,66 1,35 1,34 1,014 0,49 

Продукт реакции... ен 0,66 0,65 1,34 1,37 0,99 0,48 
ЕзспетеНа сой 

РЕНИ д. расы тр Ы 1,00 0,97 0,98 1,05 0,98 0,97 

Продукт реакции.......... 1,04 1,00 0,97 0,98 1,01 1,02 
Зобная железа теленка 

Затравка”: илолег. ва 1,14 1,05 0,90 0,85 4,05 1,25 

Продукт реакции.......... 1,12 1,08 0,85 0,85 1,02 1,29 
Бактериофаг Т2 

ЗАТРАВКА орг ыы о ОЕ 1,31 1,32 0,67 0,70 0,98 1,92 

Продукт реакции... ....... 1,33 1,29 0,69 0,70 1,02 1,90 
АТ-кополимер ........ ‹.... 1,99 1,93 0,05 0,05 1,03 40 





Что касается первого вопроса, то,как видно из данных табл. 1, в ДНК, 
синтезированной ферментативным путем, количество аденина эквива- 
лентно количеству тимина, а количество гуанина — количеству цито- 
зина, так что содержание пуринов во всех случаях равно содержанию 
пиримидинов.Относительно второго вопроса можно сказать,что отношение 
числа пар аденин — тимин к числу пар гуанин— цитозин, характерное для 
ДНК-затравки, точно определяет характер синтезируемого продукта 
Увеличивается ли общее количество ДНК лишь на 4 % (по данным с а 
топными маркерами) или на 100%, результаты получаются те же. 

Далее следует отметить, что нарушить эти отношения путем изменения 
молярных концентраций добавляемых субстратов или каким-либо дру- 
гим способом не удалось. В конце табл. 1 приведены данные по новой ДНЕ 
синтезированной при условиях, которые я здесь не буду описывать 
7, 30]. Достаточно сказать, что после очень длительного индукционного 
периода образуется кополимер дезоксиаденилата и тимидилата (АТ-ко- 
полимер), физические размеры и свойства которого аналогичны свой 
отвами размерам ДНК; для образующегося полимера характерно са 
ливо выраженное чередование аденина и тимина. Если эту редкую р = 
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ДНК-подобного полимера использовать в качестве затравки, то немед- 
ленно начинается синтез нового АТ-полимера, причем даже в том случае, 
если присутствуют все 4 трифосфата, в продукте реакции не удается 
обнаружить хотя бы следов гуанина или цитозина. Таким образом, мы 
приходим к совершенно несомненному выводу, что при ферментативном 
синтезе воспроизводится состав оснований и что ведущим механизмом 
при этом служит образование водородных связей между аденином и тими- 
ном, с одной стороны, и гуанином и цитозином — с другой. 


ФЕРМЕНТАТИВНОЕ ВОСПРОИЗВЕДЕНИЕ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ НУКЛЕОТИДОВ 


Данные четвертой категории, которые я хочу здесь привести, получены 
при изучении чередования оснований в ДНК и при изучении процесса 
воспроизведения этого чередования. Как я уже говорил, мы предпола- 
гаем, что ДНК представляет собой генетический код: четыре вида нуклео- 
тидов образуют алфавит, состоящий из четырех букв, последователь- 
ность которых несет в себе определенную информацию. В настоящее 
время эта последовательность нам неизвестна; то, что Сангер сделал 
в отношении последовательности пептидов в белках, нужно еще сделать 
в области нуклеиновых кислот. Это более сложная проблема, но разре- 
шить ее можно. 

Попытки, предпринятые нами для определения порядка чередования 
нуклеотидов [31], мы опишем в другом месте, а здесь я хочу лишь кратко 
резюмировать эти опыты. ДНК синтезируют ферментативным путем, 
причем в качестве метки используют Р**, включенный в один из дезокси- 
нуклеозидтрифосфатов; остальные три субстрата метки не содержат. 
Радиоактивный фосфор, присоединенный к пятому углеродному атому 
дезоксирибозы, после реакции образует мост между молекулой субстрата 
и нуклеотидом у растущего конца цепочки, с которым он вступил в реак- 
цию (рис. 8). По окончании реакции синтеза (после того, как образовалось 
около 1016 диэфирных связей) ДНК выделяют и разрушают ферментатив- 
ным путем для количественного выделения 3’-дезоксинуклеотидов. 
Из рис. 8 видно, что атомы фосфора, присоединенные первоначально 
к пятому углеродному атому дезоксинуклеозидтрифосфата-субстрата, 
теперь оказываются присоединенными к третьему углероду нуклеотида, 
с которым он вступил в реакцию в ходе 
синтеза цепочки ДНК. Содержание р 
в каждом из 3’-дезоксинуклеотидов, вы- 
деленных методом электрофореза на бу- 
маге, служит показателем относитель- 
ной частоты, с которой соответствую- 
щий субстрат реагирует в процессе 
синтеза цепочки ДНК с каждым из че- 
тырех нуклеотидов, присутствующих : 

реакционной смеси. Подобный опыт, 
проведенный 4 раза, каждый раз с дру- 
тим меченым нуклеозидтрифосфатом, 
дает представление об относительной 
частоте всех 16 возможных видов чере- 
дования динуклеотидов (ближайший 5), 
сосед). пределения последовательно- 
д настоящего времени такие НЫ ти нуклеотидов в ДНК. 


= 
дования были проведены о провии Слева — синтез (катализируется полиме- 
ДНК-затравки, полученными из Шести р.зой); справа — распад (катализируется 
различных естественных ИСТОЧНИКОВ. — дезоксирибонуклеазой микрококков и ди- 


Из этих опытов можно сделать следую- эстеразой селезенки) 
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щие выводы: 1) во всех случаях обнаруживаются все 16 возможных чере- 
дований динуклеотидов; 2) относительная частота их повторяемости 
характерна для каждого вида ДНК и воспроизводится от опыта к опыту: 
исходя из состава оснований ДНК ее предсказать нельзя; 3) фермен- 
тативное воспроизведение ДНК заключается в попарном соединении аде- 
нина с тимином и гуанина с цитозином и, что самое важное, 4) частота 
повторяемости ясно указывает на то, что при ферментативном воспро- 
изведении ДНК образуются две цепочки, имеющие противоположное 
направление, как и следовало ожидать на основании модели Уотсона 
и Крика. 

Дальнейшие исследования такого рода должны привести к определе- 
нию частоты повторяемости динуклеотидов в любой пробе ДНК, которая 
может служить эффективной затравкой для ферментативного воспроизве- 
дения; таким путем мы сможем получить ключ к расшифровке кода ДНК. 
К сожалению, этот метод не дает сведений о повторяемости тринуклео- 
тидов, но мы надеемся, что по мере усовершенствования ферментативных 
методов анализа и методов хроматографического выделения веществ 
в этом направлении будут достигнуты определенные успехи. 


ПОТРЕБНОСТЬ В ЧЕТЫРЕХ ТРИФОСФАТАХ 
И ДНК-ЗАТРАВКЕ ДЛЯ СИНТЕЗА ДНК 


Возвращаясь к упоминавшейся нами выше необходимости присутствия 
всех четырех нуклеотидов и ДНК-затравки для процесса синтеза ДНК, 
мы можем теперь рассматривать это обстоятельство как еще одно и послед- 
нее доказательство образования водородных связей. Без добавленной 
извне ДНК нет матрицы, на которой могли бы образовываться водород- 
ные связи; а в этом случае, если все четыре трифосфата не присутствуют 
одновременно, синтез быстро и резко останавливается из-за отсутствия 


пары, с которой то или иное основание матрицы могло бы соединиться 
водородными связями. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Я схематически обрисовал энзимологический подход к проблеме воспро- 
изведения ДНК и свойства синтезирующего ДНК фермента, выделенного 
в очищенном состоянии из Ё. со. Основное и уникальное свойство этого 
фермента состоит в том, что он катализирует синтез новой цепочки ДНК 
в ответ на команду, получаемую им от ДНК-матрицы; эта команда опре- 
деляется взаимоотношениями между аденином и тимином, с одной сто- 
роны, и гуанином и цитозином — с другой, и возможностью образования 
между ними водородных связей. Подтверждением подобного рода вывода 
служат следующие экспериментальные данные: 

1) наличие в молекуле ДНК, синтезированной ферментатив 
двух цепочек и образование двойной спирали из одноценоче 
кулы; 

2) результаты, получающиеся при замещении естественных оснований 
аналогами; 

3) воспроизведение химического состава; 

4) воспроизведение последовательности динуклеоти 
сосед) и антипараллельное направление цепочек в м 

5) результаты, согласно которым обязательным Условием для синтеза 
ДНК является присутствие ДНК-затравки и всех четырех дезок; 
зидтрифосфатов (аденина, тимина, гуанина и цитозина) 132] ЗУ ЧУААОя 
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Приложение У! 


ГЕНЫ И ХИМИЧЕСКИЕ РЕАКПИИ 
У НЕЙРОСПОРЫ 


ДЖОРДЖ В. БИДЛ 


Нобелевская лекция, 1958 а- 


Я удостоился высокой чести разделить Нобелевскую премию с Эдвар- 
дом Татумом за наше «...открытие того факта, что гены работают, регу- 
лируя химические реакции», и с Джошуа Ледербергом за его связанные 
с этим «...открытия, касающиеся организации генетического материала 
У бактерий». По этому случаю мне представляется уместным бегло обри- 
совать основные события, приведшие к работе с нейроспорой, которая 
была начата нами с Татумом в 1940 г. Задачу подробно изложить развитие 
работ с нейроспорой, последовавшее за нашим первым успехом, и описать 
их связь с подъемом бактериальной генетики, вызванном в значительной 
степени исследованиями генетической рекомбинации в результате конъю- 
тации и трансдукции, я оставляю тем, с кем я разделил премию. 

Я не буду пытаться дать обзор всей истории биохимической генетики, 
так как это уже сделано [2, 43, 22, 23]. 


АНТОЦИАНИНЫ И АЛКАПТОНУРИЯ 


Вскоре после того, как де Фриз, Корренс и Чермак «повторно открыли» 
статью Менделя 1865 г. и оценили все ее значение, исследователи, рабо- 
тающие в новой развивающейся области, которая была названа генетикой, 
стали, естественно, делать предположения о физической природе «эле- 
ментов» Менделя и о том, как они действуют. Вскоре было обнаружено, 
что эти единицы наследственности, получившие название генов, нахо- 
дятся в хромосомах. 

Одна линия исследований, направленная на выяснение того, что же 
такое гены, была начата в 1903 г. Велдейлом (и позднее Онслоу). Нача- 
лась она с генетического исследования окраски цветков львиного зева. 
Вскоре генетические наблюдения оказались связанными с химией 
антоцианина и родственных ему пигментов, вызывающих эту окраску. 
Материал был удобным как для генетических, так и для химических 
исследований, и работа продолжается с тех пор почти без перерыва, 
давая все новую и новую информацию. В этих исследованиях участво- 
вали многие ученые и было использовано множество видов растений 
[27 и, 3434225523]! 

Очень скоро стало ясно, что здесь участвует много генов и что все они 
действуют, каким-то образом контролируя ход различных специфических 
химических реакций. Так как генетические знания помогли в интерпре- 
тации химических данных, и наоборот, то работы по антоцианину одина- 
ково хорошо известны как тенетикам, так и биохимикам. Это сильно 
повлияло на развитие взглядов в обеих областях и сыграло большую роль 
в дальнейших исследованиях. 

Второе важное направление исследований было нач 
раньше оксфордским физико-химиком сэром Арчибаль 
В самом начале века он заинтересовался труппой наследственных болез- 
ней обмена У чотовока, которые он назвал позже «врожденными на - 
шениями обмена». Сейчас описано много таких болезней, и несом: ге 
но их следует причислить к категории заболеваний, имеющих нее 31 

значение для медицины. 


ато даже еще 
дом Гарродом. 
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Одной из первых в 
алкаптонурия. Наибол 





щен болезней, изученных Гарродом, была 
мочи на воздухе. Это а ат заключается в потемнении 
заинтересовался Гаррод и стали эзь сано задолго до того, как им 
естны важные аспекты его биохимии. 

Потемнение мочи вызвано алкаптоном, или гомогентизиновой кислотой 
= ‚ отой 
(2,5-диоксифенилуксусная кислота). Вначале Гаррод предполагал, что 
алкаптонурия передается по наследству, как если бы она определялась 
одним рецессивным геном. 

К к г. накопилось уже достаточно сведений об алкаитону- 
рии. Эти сведения были собраны и проанализированы Гарродом в его 
Крунианских лекциях и в двух изданиях книги «Врожденные нарушения 
обмена» [14], написанной им по этим лекциям. Он полагал, что алкапто- 
нурия вызвана тем, что больные не способны разорвать кольцо гомоген- 
тизиновой кислоты, как это делают здоровые люди. По его мнению, это 
являлось следствием отсутствия или неактивности фермента, который 
обычно катализирует эту реакцию, что, в свою очередь, было обусловлено 
отсутствием нормальной формы специального гена. 

Таким образом, у Гаррода явно уже сложилась концепция о системе 
тен — фермент — химическая реакция, где все три составляющие свя- 
заны очень специфическим образом. В издании «Врожденных нарушений» 
1923 г. [44] он писал: 

«Далее мы можем себе представить, что расщепление бензольного 
кольца гомогентизиновой кислоты при нормальном обмене осуществляет- 
ся специальным ферментом, и что при врожденной алкаптонурии этот 
фермент отсутствует...» 

Следовательно, предложенное им объяснение основывалось на том, 
что неспособность преобразовывать промежуточное соединение в том слу- 
чае, когда нормальный путь его обмена блокирован дефектом гена-фер- 
мента, вызывает накопление и выделение гомогентизиновой кислоты. 
Гаррод усматривал в этом метод определения промежуточного соедине- 
ния, которое иначе могло бы и не появиться в количествах, достаточных 
для его обнаружения. к 

Он также явно понял, что нужно обследовать больных алкаптонурией, 
чтобы опытным путем изучить метаболические пути образования гомо- 
гентизиновой кислоты. Большое количество собранных им данных пока- 
зывает, что при скармливании больным алкаптонурией обычных пред- 
шественников гомогентизиновой кислоты наблюдается явное увеличение 
ее выделения. Таким образом были получены данные о том, что почти 
непосредственными прямыми предшественниками гомогентизиновой кис- 
лоты являются фенилаланин, тирозин и его кето-кислотный аналог. 

Несмотря на простоту и изящество объяснения Гарродом природы 
алкаптонурии и других врожденных нарушении обмена как дефектов 
генов, приводящих к инактивации специфических ферментов и вследствие 
этого вызывающих блокирование реакции, его работа оказала довольно 
мало влияния на мышление современных ему генетиков. Эти представле- 
ния кратко разбираются в «Менделевских их ие 
Бэтсона и в немногих других книгах того времени. В учебниках генетики, 
которые были написаны до 1940-х годов и широко использовались и позд- 

не сказано. Правда, во многих других рабо- 
нее, об алкаптонурии ничего Е: 
могут действовать, регулируя химические 
тах предполагалось, что гены У, 
ентов [2, 13, 47, 24, 23]. Но не было извест- 
реакции через посредство ферм т лкаптонурия. Интересно 
но другого такого же простого примера, как а У ° р , 
и, как мне кажется, знаменательно, что с тех пор, как Гаррод выдвинул 
свою гипотезу, и до того, как она была полностью подтверждена тем, 
что удалось разделить обмен фенилаланина и дировича, через, гомотов 
тизиновую кислоту на шесть катализируемых ферментами стадий и было 
Четко доказано отсутствие томогентизатоксидазы в печени больных 


608 








алкаптонурией, прошло около 50 лет [17]. Возможно, здесь уместно вспом- 
нить, что первый фермент был выделен в кристаллическом виде только 
в 1926 г., и тогда-то и было убедительно показано, что он состоит лишь 


из белка. 


ГЛАЗНЫЕ ПИГМЕНТЫ ДРОЗОФИЛЫ 


Теперь я обращусь к другой линии исследований, закончившихся выво- 
дом, очень похожим на вывод, сделанный Гарродом; эта линия и привела 
непосредственно к работе с нейроспорой, начатой позднее Татумом и мной. 

В 1933 г. в Калифорнийский технологический институт пришел, чтобы 
изучать генетику развития, Борис Эфрусси. Во время его пребывания 
там мы с ним часто и подолгу беседовали и не раз высказывали сожаление, 
что ничего не известно о том, как гены влияют на развитие. Мы приписы- 
вали это тому, что классические объекты, с которыми имеет дело экспе- 
риментальная эмбриология, мало пригодны для генетического исследо- 
вания. И наоборот, те растения и животные, которые генетически изу- 
чены лучше всего, мало используются в эмбриологических исследованиях. 

Мы считали, что стоит предпринять попытку исправить такое положе- 
ние и попытаться поискать новые пути экспериментального изучения 
Ртозорийа теаповазет, организма, который в то время был изучен 
генетически лучше всех других. Казалось, что перспективной в этом отно- 
шении будет техника культуры ткани. Весной 1935 г. мы объединились 
в отделе Эфрусси в Институте физико-химической биологии в Париже, 
твердо настроенные на то, чтобы найти способы культивировать ткани 
личинок дрозофилы. 

После нескольких безуспешных предварительных опытов мы после- 
довали предложению Эфрусси и обратились к технике трансплантаций. 
Мы надеялись, что с ее помощью сможем использовать в качестве способа 
исследования действия генов при развитии неавтономные генетические 
признаки. 

Личинки дрозофилы маленькие. И в разговоре с нами хорошо извест- 
ный руководитель Сорбонны высказал мнение, что перспективы изучения 
развития двукрылых не блестящи. На самом деле он сказал даже, что 
они ужасны. 

Но вернувшись в лабораторию, мы все-таки решили попытаться, 
сделали микропипетки, рассекли личинки и перенесли эмбриональные 
зачатки глаз из одной личинки в полость тела другой. Результаты были 
отрицательными. Однако мы упорно продолжали работать и наконец, 
однажды обнаружили, что получили муху с тремя глазами. Хотя такой 
маленький успех и вызвал большую радость, нас сразу же стали мучить 
три вопроса: во-первых, сможем ли мы это воспроизвести? Во-вторых, 
если сможем, то окажемся ли в состоянии охарактеризовать способное 
диффундировать вещество, которое отвечает за взаимодействия между 
тканями разных генетических типов? И, в-третьих, сколько нам удастся 
найти неавтономных признаков? 

Сначала мы изучали сцепленную с полом мутацию киноварного цвета 
глаз (уега Шоп), исходя из того, что еще раньше Стертевант обнаружил 
что у гинандроморфов глаза, генетически являющиеся уети оп, часто 
не следуют общему закону автономности [20]. у 

Гинандроморфы могут получиться, если эмбрион, начинающий свое 
развитие как самка из яйца с двумя Х-хромосомами, во время раннего 
дробления утрачивает одну Х-хромосому. Это приводит к появлению 
мужского сектора с одной Х-хромосомой. Если исходное яйцо гетерозигот- 
но по сцепленному с полом гену, например по гену Уетт оп, и если 
утраченная хромосома несет нормальный аллель, то мужской сектор 
окажется генетически уегтИоп, а женская часть особи будет нормаль- 
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ного или дикого типа. Для выявления генетической конституции боль- 
шей части тела можно использовать в качестве маркеров другие сцеплен- 
ные с полом признаки, например желтую окраску тела (уеПо\) или виль- 
чатые щетинки (ютКед). 

У гинандроморфов Стертеванта, у которых лишь небольшая часть тела, 
включая ткань глаза, была уегиЙШ 01, этот глаз на вид был обычно дикого 
типа, а не уегиЙИоп — как если бы некое вещество диффундировало 
от тканей дикого типа к глазу и вызывало его нормальную окраску. 

Основываясь на этом наблюдении, мы с Эфрусси пересаживали глаза 
уста оп в личинки дикого типа. Результат получился такой, которого 
мы и ждали: пересаженные глаза действительно были дикого типа. 

В то время у дрозофилы было известно 26 различных генов цвета глаз 
Мы раздобыли все эти линии и провели серию трансплантаций мутант 
ных глаз в хозяина дикого типа. Мы обнаружили лишь еще один, другой, 
явно отличающийся неавтономный признак цвета глаз. Это был с1тпараг, 
ярко-красный цвет глаз, подобный уегаИШЦоп, но определяющийся дру- 
тим рецессивным хромосомным геном. У нас был также и третий менее 
ясный случай, рубиновый цвет (саге), но с экспериментальной точки 
зрения он никогда не был полностью удовлетворительным, так как в 1ранс- 
плантатах трудно отличить глаз с1агеф от глаза дикого типа. 

Признаки уегаЙЦоп и с1тпаБаг внешне сходны. В обоих случаях 
отсутствует бурый пигмент, имеющийся у мух дикого типа, но сохраняет- 
ся ярко-красный пигмент. Вызывают ли появление бурого пигмента 
у таких трансплантатов при росте в хозяевах дикого типа одни и те же 
диффундирующие вещества или они различны? Если это одно и то же 
вещество, то реципрокные пересадки между двумя мутантами должны 
дать в обоих случаях пересаженные глаза мутантного типа. Если же 
здесь участвуют разные и независимые вещества, то такие реципрокные 
пересадки должны дать в обоих случаях пересаженные глаза дикого типа. 

Мы провели такой эксперимент и были сильно озадачены, так как 
не получили ни того, ни другого. Глаз сшпаБаг в хозяине уега Шоп 
остался с1ппаЪаг, а глаз уега оп в хозяине сипаЪаг стал дикого типа. 

Чтобы объяснить этот результат, мы выдвинули гипотезу, что здесь 
участвуют два диффундирующих вещества — одно, образующееся из дру- 
того в соответствии со схемой: —> предшественник > вещество 0+ —> ве- 
щество си+ —> пигмент..., где вещество 2+ является диффундирующим 
соединением, способным превращать глаз уста Шоп в дикий тип, а веще- 
ство сп* способно делать то же самое с глазом сшпараг [9]. 

Мутантный ген уеги оп (5) блокирует первую реакцию, а мутантный 
тен сшпафаг (сп) прерывает вторую. Глаз уега Ной в хозяине сшпаБаг 
образует пигмент потому, что он может в своей собственной ткани пре- 
вращать вещество 9* в вещество сп* и пигмент. В нем вторая реакция 
не блокирована. 

Эта схема включает следующие представления; 

а) имеется последовательность двух управляемых генами химических 
реакций, с каждой из которых сопоставляется один ген; 

6) перед блокированной реакциеи происходит накопление промежу- 
точных соединений; 

в) мутант, у которого блоки 
зовать промежуточное соединение, 
тенетического нарушения вто 
Цин, что и в методе перекрест 
использовался для обнаружен 


У микроорганизмов. 
В это время у нас уже сложилась та концепция, которая позднее была 


названа концепцией один тен — один фермент, хотя, насколько я помню, 
Мы ее так не называли. 


рована первая реакция, способен исполь- 
которое накапливается в результате 
рой реакции. Здесь действует тот же прин- 
ного кормления, который позднее так часто 
ия промежуточных соединений биосинтеза, 
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Наша схема была очень похожа 
на ту, которую предлагал Гаррод 
для алкаптонурии, за исключением 
лишь того, что у него не было генов, 
которые блокировали бы соседние 
реакции в цепи. Но в то время мы 
не знали о работах Гаррода, отчасти 
потому, что генетики не имели при- 
вычки на них ссылаться, а отчасти 
из-за того, что мы сами мало изучали 
литературу. Книга Гаррода имелась 
во многих библиотеках. 

Исследование окраски глаз мы 
продолжили в Калифорнийском тех- 
нологическом институте, куда 9Эф- 
руссивернулся провести часть 1986г. 
Позднее, в том же году, Эфрусси 
вернулся в Париж, а я на год уехал 
в Гарвард, но мы оба продолжали 
работать в сходных направлениях. 
Мы определили источник диффунди- 
рующих веществ — жировые тела и 
мальпигиевы бугорки — и начали 


МИ ан, 
он | придумывать способы определения 
химической природы этих веществ. 
В этом отношении я сотрудничал 
в некоторой степени с профессором 
Кеннетом Тимэном. 

Осенью 1937 г. я переехал в Стан- 
форд, где вскоре`ко мне присоединил- 
ся Татум, который взял на себя химическое изучение веществ, окрашиваю- 
щих глаза. С Эфрусси в той же роли работала д-р Ивонна Хувин. Продви- 
жение вперед было очень медленным. Эфрусси и Хувин открыли, что 
при определенных условиях скармливание триптофана влияет на кино- 
варный цвет глаз. Следуя этому примеру, Татум обнаружил — из-за 
случайного загрязнения стерильной культуры, содержащей триптофан 
и опытных мух — аэробных бактерий, которые превращали триптофан 
в соединение, очень активно индуцирующее образование бурого пиг- 
мента у мух уегшИЙоп. Он быстро его выделил и закристаллизовал, 
однако окончательная идентификация этого соединения замедлялась 
тем, что, как потом выяснилось, оно было связано с сахарозой. 

В Германии профессор Бутенандт с сотрудниками [6], который вместе 
с Куном изучал аналогичных мутантов по цвету глаз у мучной огневки 
Ерйезйа, и Амано и др. [1], работавшие в университете Осака, показали 
что вещество 9+ представляет собой кинуренин. Позднее Бутенандт 
и Халлман [5] и Бутенандт и др. [7] установили, что вещество, исходно 
обозначенное нами как сп* — это З-оксикинуренин. 3 

Так была установлена последовательность реакций именно такого типа 
как мы и представляли себе первоначально. Если подставить известные 
химические соединения, то эта цепь реакций будет выглядеть как 
это показано на рис. 1. ‚ 


Каричневый пигмент 


РИС. У. 
Биосинтез пигментов (см. текст) 


новый подход 

Выделение предшественников глазного пигмента дрозо 
галось медленно и было непривлекательным делом. Мы с Татумом 

мали, что так, вероятно, и должно быть в большинстве а: яя. 
пытаются анализировать химические нарушения, ложащие в фл 


филы продви- 
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врожденных аномалий. Лишь по счастливой случайности какой-либо 
выбранный для исследования случай мог оказаться простым. Таким 
удачным случаем для Гаррода была алкаптонурия, так как ею в течение 
долгого времени занимались химики и за много лет до него была выделена 
и изучена гомотентизиновая кислота. 

Наша идея была ясна — изменить процедуру и следить за генными 
мутациями, которые влияли бы на уже известные химические реакции. 
Она логически вытекала из той концепции, что, в общем, все катализируе- 
мые ферментами реакции находятся в зависимости от генов. Эта зависи- 
мость, как мы предполагали, состоит в том, что гены определяют специ- 
фичность ферментов. Несомненно, что при выработке этого подхода мы 
находились под влиянием работ Львова, показавшего, что У паразитов 
есть тенденция специализировать свой обмен и утрачивать способность 
синтезировать те вещества, которые они легко могут получить от хозяина 
[18], а также под влиянием предположений других исследователей 
, возможных механизмах действия генов. Но концепции, на которых осно- 
вывался этот подход, развились у нас более или менее непосредственно 
из начатой нами с Эфрусси 5 годами раньше работы по изучению окраски 
глаз. 

Идея была простая. Нужно выбрать организм вроде гриба, обладаю- 
щий простыми потребностями в питании (это должно означать, что он 
способен осуществлять многочисленные реакции, в результате которых 
образуются аминокислоты и витамины), затем излучением или другими 
мутатенными агентами индуцировать мутации, допустить, чтобы прошел 
мейоз и образовались генетически гомогенные споры; вырастить их на сре- 
де с добавкой множества витаминов и аминокислот; наконец, испытать их, 

перенося на среду без добавок. Утратившие способность расти на мини- 
мальной среде утратили способность синтезировать одно или несколько 
из тех веществ, которые имеются в среде с добавками. Затем, проведя 
серию систематических испытаний на средах с частью добавок, можно легко 
установить потребность дефектного штамма в питательных веществах. 

Мы хотели работать с организмом, который, кроме перечисленных 
выше свойств, был бы удобен и для тенетических исследований. Желатель- 
но было бы, чтобы основы генетики этого организма уже были извествы- 


НЕЙРОСПОРА. 


Будучи аспирантом в Корнелле, я посещал семинар д-ра Б. Доджа из Нью- 
Йоркского ботанического сада, посвященный проблеме наследования 
у хлебной плесени, Меитозрога. Для него было загадкой расщепление 
типов скрещиваемости и альбинизма при так называемом втором делении. 
Некоторые из нас, кто уже знал о существовании у дрозофилы 4-ните- 
вого перекреста, высказали предположение, что этот результат можно 
хорошо объяснить перекрестом между центромером и расщепляющимся 
геном. о, Е 

Додж был восторженным приверженцем нейроспоры как объекта 
генетических исследований. «Она еще лучше дрозофилы», — настаивал 
он перед Томасом Х. Морганом, в лаборатории которого он часто бывал. 
В конце концов, он убедил Моргана взять © собой в новый, основанный 
им в 1928 г., биологический отдел Калифорнийского технологического 
ию культур нейроспоры из Колумбии. 


института коллекц; 
Вскоре после этого, когда в лабораторию Моргана в качестве аспи- 
ранта пришел Карл "Линдгрен, было решено, что материалом для 


его диссертации послужит тенетика ‚нейроспоры. Это был удачный 
выбор, так как Линдгрен обладал богатым воображением, энтузи- 
азмом и энергией, и В то же время советовался © 9. Андерсоном, 
К. Бриджесом, С. Эмерсоном, А. Стертевантом и другими сотрудника- 
ми института. которые тогда глубоко интересовались перекрестом как 
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частью механизма мейоза. В этой благоприятной обстановке Линдгрен 
быстро разработал основы генетики нейроспоры. Были найдены новые 
признаки и успешно начато картирование хромосом. | 

Поэтому мы с Татумом понимали, что в генетическом отношении нейро- 
спора была почти идеальным организмом для задуманной нами работы. 

Однако неизвестным оставался еще один очень важный вопрос. Мы 
ничего не знали о питательных потребностях плесени. Правда, имелась 
монография д-ра Нильса Фриза, из которой мы выяснили, что многие 
родственные нитчатые грибы обладают простыми потребностями в пита- 
нии. Ободренные этим, мы достали у Линдгрена и у Доджа штаммы 
Меитозрота стазза. Татум быстро обнаружил, что единственным необходи- 
мым фактором роста, кроме обычных неорганических солей и сахара, был 
открытый незадолго до того витамин, биотин. Годом раньше мы не могли 
бы использовать нейроспору для наших целей, так как биотин не был 
тогда еще доступен в необходимых нам количествах. 

Оставалось только облучить вегетативные споры, скрестить их со 
штаммами противоположного типа скрещиваемости, отделить образовав- 
шиеся половые споры, вырастить их на среде с соответствующими добавка- 
ми и испытать на среде без добавок. Мы были уверены, что связь ген — 
фермент — реакция носит общий характер, и не сомневались в том, что 
желаемые мутанты будут найдены. Нас тревожило лишь то, что их частота 
может быть столь низка, что нам придется разочароваться и бросить 
работу раньше, чем мы отыщем хотя бы одного. 

Нас так тревожили возможные разочарования от длинной серии опытов 
с отрицательными результатами, что прежде, чем провести их испытание, 
мы приготовили более тысячи отдельных споровых культур на среде 
с добавками. 229-я выделенная спора дала мутантный штамм, требую- 
щий витамин Вь, а 1085-я — штамм, требующий витамин В;. Мы дали 
обет продолжать отбор, пока не наберем 10 мутантов. Скоро их число 
исчислялось уже десятками. 

Так как у нейроспоры просто получить все продукты отдельного мейо- 
тического процесса, то легко было и определить, являлись ли полученные 
нами индуцированные нарушения в обмене результатом мутаций отдель- 
ных генов. В этом случае скрещивание с исходным типом должно было бы 
привести к появлению в споровой сумке четырех мутантных и четырех 
немутантных спор. Так оно и оказалось [3, 24]. 

Таким длинным, окольным путем, сначала на дрозофиле, а затем 
на нейроспоре, мы повторно открыли то, что Гаррод так ясно видел 
за много лет до нас. К этому времени мы уже знали о его работе и созна- 
вали, что если и добавили что-нибудь принципиально новое, то наш вклад 
весьма незначителен. Мы работали с более удобным организмом и имели 
возможность получать, почти по желанию, врожденные нарушения обмена 
почти для любой химической реакции, продукт которой мы могли доба- 
вить в среду. В результате нам удалось показать, что связь, установлен- 
ная Гарродом для небольшого числа генов и химических реакций 
у человека, справедлива для многих генов и многих реакций у нейро- 
споры. 

Осенью 1941 г. в Станфорд в качестве стипендиата Национального 
совета исследований приехал Френсис Дж. Райан, и очень быстро он 
полностью примкнул к работе с нейроспорой. Годом позже к группе при- 

соединились Дэвид М. Боннер и Норман Г. Горовиц. Вскоре у нас по- 
явился и Гершель К. Митчелл. С участием большого числа способных 
аспирантов и группы увлеченных работой и опытных в эксперименти- 
ровании ассистентов работа продвигалась удовлетворительно. 

Возможность рассказать о направлениях наших последующих иссле- 
дований и подвести итог их результатам я предоставляю профессору 
Татуму. 
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ОДИН ГЕН — ОДИН ФЕРМЕНТ 


Гипотеза один тен — один фермент заключается в том, что гены, кроме 
того, что они играют существенную роль в своей собственной репликации, 
обладают, в общем, лишь одной первичной функцией, и во многих слу- 
чаях эта функция заключается в контроле над специфичностью фермен- 
тативно активных белков. Иногда думают, что эта гипотеза была сфор- 
мулирована на основании результатов работы с нейроспорой. На самом 
„же деле путь был другим — новый подход явно был вызван этой гипотезой. 

Сходная концепция имелась еще у нас с Эфрусси, хотя ее и нельзя 
было ясно сформулировать. Более определенную форму эта гипотеза 
приобрела после того, как стало очевидным, что из всех 26 известных 
мутаций цвета глаз у дрозофилы лишь одна блокировала первую из посту- 
лированных нами реакций и одна — вторую. Поэтому казалось естест- 
венным принять, что вся специфичность данного фермента должна каким-то 
образом определяться отдельным геном. Предсказываемое нами подтвер- 
дилось открытием того, что многие мутантные штаммы нейроспоры с дефек- 
тами в обмене можно починить, добавляя лишь одно химическое соеди- 
нение, и это укрепило нашу веру в гипотезу, по крайней мере в ее более 
общей форме. 

Сейчас известно много примеров, когда независимые по происхожде- 
нию мутации снижают или полностью уничтожают активность одного 
и того же специфического фермента. Было показано, что все они затра- 
гивают один небольшой сегмент генетического материала [8, 12, 241. 
Я надеюсь, что профессор Татум подробно остановится на этих случаях. 
Мне кажется, что это дает убедительные доказательства в пользу спра- 
ведливости гипотезы и в ее более ограниченной форме. 

Безотносительно к тому, когдаив какой форме концепция один ген — 
один фермент была впервые изложена, сам я убежден, что она сформи- 
ровалась в результате постепенной эволюции. Начало свое она ведет 
от Гаррода, ее развитию способствовали многие ученые, в том числе Мур, 
Голдшмидт, Троланд, Холдейн, Райт, Грюнберг и многие другие [2,.№8, 
19, 22, 23]. Горовиц с сотрудниками [15, 16] дали ее в обеих приведенных 
выше формах, в наиболее подробной и наиболее понятной формулировке. 
Они суммировали и критически оценили доводы за и против нее, и в резуль- 
тате остались убежденными в ее непреходящеи ценности. 

Кроме того, Горовиц сам применил эту гипотезу, выдвинув предполо- 
жение о том, как могла возникнуть последовательность биосинтетических 
реакций [44]. Он указывает, что, как известно, многие биологически 
важные соединения синтезируются по этапам, причем промежуточные 
соединения, по-видимому, не могут быть использованы организмом 
как таковые. Как могли возникнуть такие пути синтеза, которые они 
могут использовать лишь целиком? Одновременное появление несколь- 
ких независимых ферментов должно быть, конечно, крайне маловероятным. 

Горовиц предположил, что сначала конечный продукт такой серии 
реакций организм получал непосредственно из среды, тде’ он возникал 
в результате небиологических реакций типа тех, которые были постули- 
рованы разными учеными, в Том числе Дарвином, Холдейном, Опариным 
и Юри, и которые были показаны Миллером, Фоксом и др. [10]. Поэтому 
вполне разумно предположить, что способность синтезировать такое 
соединение биологически могла возникнуть в результате серии отдельных 
единичных мутаций, каждая из которых добавляла в цепи синтеза после- 
довательные стадии, каталазируемые ферментами. Этот процесс начи- 

нался с той стадии, которая непосредственно отвечает за появление конеч- 
ного продукта. В этом случае каждая мутация могла бы давать преиму- 
щество при отборе, так как мутировавший организм зависит уже от мень- 
шего числа экзогенных предшественников, необходимого конечного про- 
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дукта. Трудно представить себе, как могли бы возникнуть сложные пути 
синтеза, если бы не было какого-то такого механизма, с помощью кото- 
рого для появления нового фермента нужна мутация лишь в одном гене. 
Я не знаю другой столь же простой и правдоподобной гипотезы. 


МЕСТО ГЕНЕТИКИ В СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ 


В известном смысле генетика выросла сиротой. Вначале ботаники и зооло- 
ги были к ней часто равнодушны, а иногда и враждебны. Нередко гово- 
рили: «Генетика имеет дело лишь с внешними признаками». В ее детстве 
ей мало внимания уделяли также и биохимики. Они, особенно медицин- 
ские биохимики, знали о Гарроде, о врожденных нарушениях обмена 
и несомненно оценили их и с биохимической точки зрения, и как болезни. 
Но биологический мир был недостаточно подготовлен к тому, чтобы пол- 
ностью оценить значение исследований Гаррода и его идей. Надо сказать, 
что и генетики стремились в основном заниматься механизмами передачи 
генетического материала от поколения к поколению. 

К счастью, сейчас ситуация сильно изменилась. Генетика занимает 
прочное место в современной биологии. Биохимики признают генетиче- 
ский материал неотъемлемой частью изучаемых ими систем. Наши быстро 
развивающиеся познания об архитектуре белков и нуклеиновых кислот 
делают возможным — впервые в истории науки — обсуждение генети- 
ками, биохимиками и биофизиками основных проблем биологии на общем 
языке молекулярной структуры. По моему мнению, это самое ободряю- 
щее и важное. 
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Приложение УП 


ИСТОРИЯ ОДНОГО БИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ 
Э. Л. ТАТУМ 


Нобелевская лекция, 1958 г 


Многие сведения из биохимической генетики уже были рассмотрены про- 
фессором Бидлом, о многом еще расскажет профессор Ледерберг. Раз- 
личные ее аспекты обсуждались в большом количестве симпозиумов 
и обзоров подробнее и компетентнее, чем я могу надеяться сделать это 
здесь. Поэтому, когда я размышлял о теме лекции, мне пришла мысль, 
что возможно было бы поучительно, ценно и интересно осветить здесь 
подход, который я попытался озаглавить как «История одного биологи- 
ческого исследования». Излагая эту историю, я надеюсь указать на неко- 
торые факторы, общие для всех исследований, обратив особое внимание 
на зависимость исследования от научного прогресса: от знаний и кон- 
цепций, полученных усилиями как ученых прошлого, так и стараниями 
современных нам ученых всего мира; от свободного международного 
обмена идеями в научном мире; от гибридной силы, возникающей при 
перекрестном оплодотворении разных отраслей знаний; и наконец (послед- 
ние в порядке упоминания, но не по важности) от случая,  географи- 
ческого положения и благоприятных возможностей. Наконец, мне хо- 
телось бы закончить эту историю, кратко обсудив современное состояние 
рассматриваемой области и высказав кое-какие прогнозы относитель- 
но ее возможного развития. 
Надеюсь, что при таких условиях мне простят, если мое изложение 
будет носить несколько личный характер. После окончания Вискон- 
синского университета по специальности «химия» мне посчастливилось 
остаться в этом же университете и выполнять работу на ученую степень 
по биохимии и микробиологии под руководством В. Г. Петереона 
иЭ. Б. Фреда. В то время, в конце 30-х годов, были открыты так называе- 
мые «факторы роста» микроорганизмов, в большинстве еще таинственные 
и неопознанные. Я с головой погрузился в эту увлекательную область, 
и нам вместе с временно находившимся тогда в Висконсине Г. Г. Вудом 
Удалось отождествить один из необходимых факторов роста пропионово- 
кислых бактерий с синтезированным незадолго до того витамином В;, 
или тиамином [4]. Это произошло еще до того, как была четко показана 
универсальность потребности в витаминах группы В и вскрыты ее при- 
чины. К тому времени Львов и Найт уже указали на корреляцию между 
потребностью микроорганизмов в «факторах роста» и нарушением про- 
цессов синтеза и связали это нарушение с эволюцией этих организмов. 
В частности, это касалось сложной среды «привередливых» патогенных 
микроорганизмов. Однако в то время «факторы роста» обычно относили 
к очень индивидуальным потребностям, свойственным только немногим 
определенным штаммам и видам микроорганизмов. Вариации потребно- 
стей микроорганизмов, как правило, не связывали с мутированием генов 
и с вариациями у высших форм. Присущие мне в то время невежество 
и наивность в генетике были, вероятно, типичны для большинства био- 
химиков и микробиологов. Ранее я соприкасался с генетическими пред- 
ставлениями лишь во вводном курсе эволюции позвоночных. 
После окончания аспирантуры В Висконсине мне посчастливилось 
проучиться год в Утрехтском университете у Ф. Кёгля, который открыл 
еще один «фактор роста» — биотин, и работать там в одной лаборатории 
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с Нильсом Фризом, уже тогда много сделавшим в изучении питания и роста 
грибов. Е 

В то время профессор Бидл только что перешел в Станфордский уни- 
верситет; он пригласил меня участвовать в качестве биохимика в про- 
должении изучения гормонов окраски глаз у дрозофилы. Ранее они 
с Эфрусси, работая в Калифорнийском технологическом институте 
и в Париже, блестяще доказали, что эти гормоны являются диффунди- 
рующими продуктами реакций, контролируемых генами. Во время этой 
работы я и столкнулся впервые с современными генетическими представ- 
лениями. Произошло это в силу разных причин: наблюдений, сделанных 
в Париже Хувин, Эфрусси и Шёве [2], которые обнаружили, что скарм- 
ливание триптофана дрозофиле влияет на образование гормонов окраски 
глаз; наших исследований по питанию дрозофилы в стерильной культуре 
[3]; случайного загрязнения одной из наших культур дрозофил специфи- 
ческой бактерией. В результате этого мы смогли выделить в кристалличе- 
ском виде из бактериальной культуры, которой скармливали триптофан, 
гормон 5* [4] и вместе с А. Дж. Хаген-Смитом отождествить его с кину- 
ренином [5], который впервые был выделен Котаке и структура которого 
позднее была установлена Бутенандтом. С тех пор признано централь- 
ное положение кинуренина в обмене триптофана у многих организмов, 
помимо насекомых, в том числе у млекопитающих и у грибов. 

Примерно в то же время, после длительных дискуссий о возможности 
перенесения концепций химической генетики на всю биологию, побуждае- 
мые богатством возможностей микроорганизмов и разнообразием их 
потребностей в питании, мы начали работать с плесенью М№еигозрота 
стазза. 

Не буду перечислять все, что привело к выбору именно этого орга- 
низма для получения мутантов с измененным питанием. Воспользуюсь 
случаем повторить, что мы многим обязаны здесь фундаментальным дан- 
ным, полученным различными исследователями, и в первую очередь 
Б. О. Доджем, который установил, что этот аскомицет представляет 
собой наиболее удобный объект для генетических исследований [6], 
а также К. Линдгреном [7], которого заинтересовал нейроспорой 
Т. Х. Морган, близкий друг Доджа. 

При использовании нейроспоры для изучения химической генетики 
мы столкнулись бы с гораздо большими трудностями, если бы в резуль- 
тате работ Иёгля [8] и дю Виньо [9] в нашем распоряжении не ока- 
залось синтетического биотина. Крайне полезными для нас оказались 
также исследования питания Азсотусез, проведенные Нильсом Фризом 
[40]. Об этом свидетельствует хотя бы то, что им была описана минималь- 
ная синтетическая среда, которую в течение многих лет используют при 
работе с нейроспорой. К описанной им среде был лишь добавлен биотин, 

и с тех пор она обычно называется «средой Фриза». Нужно также отме- 
тить, что только в результате открытий Рентгена и исследований Г. Мелле- 
ра, показавшего мутагенность рентгеновых и ультрафиолетовых лучей 
для дрозофилы, оказалось возможным получать столь желанные мутант- 
ные штаммы с измененными условиями питания. Нам оставалось лишь 
сопоставить различные факты и открытия, получить в лаборатории 
посредством облучения мутантные штаммы нейроспоры, дефоктные по 
питательным потребностям (ауксотрофные), и показать, что каждый неза- 
висимо индуцированный дефект связан с мутацией в отдельном гено [41]. 

Основная предпосылка для проведения удачных опытов на нейроспоре 
заключалась в том, что биохимические процессы, связанные с синтезом 
существенных компонентов клетки, контролируются генами и могут 
изменяться вследствие генных мутаций. Поэтому естественно представля- 
лось желательным проверить это и на бактериях, у которых отмечается 
так много разнообразных требований к факторам роста, и посмотреть, 
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не появятся ли и при их облучении аналогичные дефекты в питании. Обще- 
известно, что первые мутанты такого тина были успешно получены у Асе- 
офасет иу Е. сой [42]; таким образом был сделан первый шаг, позволив- 
ший ввести бактерии в число организмов, пригодных для генетических 
исследований. 

Теперь нужно указать на некоторые курьезные совпадения или кап- 
ризы судьбы, случающиеся в науке. В первых сериях биохимически 
изученных мутантов нейроспоры были такие, у которых нарушения затра- 
тивали биосинтез триптофана. В связи с ролью индола в качестве пред- 
шественника триптофана нам хотелось изучить и обратный процесс прев- 
ращения триптофана в индол. Эта реакция типична для Е. сой. Поэтому 
мы достали в отделе бактериологии Станфорда типичную культуру 
Е. сой, называвшуюся К-12. Естественно, что позднее этот же штамм был 
использован и для получения мутантов. Поэтому вскоре мы имели много 
биохимически маркированных мутантных штаммов Е.сойК-12. Любопытно, 
что в получении и выделении этих мутантных штаммов принимала участие 
мисс Эстер Циммер, позднее ставшая Эстер Ледерберг. 

Другое интересное совпадение состоит в том, что Ф. Дж. Райан из 
Колумбийского университета, находясь в отпуске, некоторое время 
возился в Станфорде с нейроспорой. Вскоре после того, как в 1945 г. 
я перешел в Иельский университет, Райан подбил Ледерберга, бывшего 
в то время студентом-медиком в Колумбии и немного работавшего вместе 
с Райаном с нейроспорой, провести некоторое время у меня в Иеле. Как 
все вы знаете, Ледербергу удалось показать генетическую рекомбинацию 
между мутантными штаммами Ё. сой К-12 [13], и он больше уже не вер- 
нулся к медицине, а продолжил в Висконсине свои блестящие исследова- 
ния по рекомбинации у бактерий. Как бы то ни было, первые доказа- 
тельства наличия у бактерий процесса, аналогичного половому, оказались 
успешными только потому, что имелись генетические маркеры,“ резко 
выделяющиеся по своему характеру, что и позволило обнаружить это 

очень редкое событие. Успех этих опытов был обусловлен также совокуп- 
ностью обстоятельств, приведших к тому, что эти селективные маркеры 
были получены у одного из редких способных к рекомбинации штаммов 
Е. сой. Подводя итог этой части истории, я не только хочу снова указать 
на роль, которую играют в развитии событий совпадение и случай, но 
еще раз подчеркнуть большие заслуги моих близких друзей и коллег 
профессора Бидла и профессора Ледерберга,с которыми я разделил ред- 
кую привилегию и честь удостоиться Нобелевской премии. 

Теперь я коротко (и по необходимости несколько поверхностно) 
остановлюсь на некоторых проблемах и областях биологии, возникнове- 
нию и развитию которых способствовали эти довольно простые опыты, 
проведенные на нейроспоре- Сначала, однако, подведу итог основным 
положениям, использованным в этой работе. По существу они сводятся 
к следующему: 1) все биохимические процессы во всех организмах конт- 
ролируются генами; 2) эти общие биохимические процессы разделяются 
на серии отдельных ступенчатых реакций; 3) каждая отдельная реакция 
контролируется непосредственно одним геном; иными словами, в каждом 
случае между геном и биохимической реакцией имеется соотношение 
1:1; 4) поэтому мутация в отдельном гене приводит к изменению спо- 
собности клетки осуществлять лишь одну первичную химическую реак- 
цию. Как уже несколько раз указывалось, основная гипотеза, многократ- 
но подтвержденная прямыми экспериментальными данными, состоит 
в том, что каждый ген контролирует образование, функционирование 
и специфичность одного определенного фермента. А из такой связи выте- 
кает то важное в экспериментальном отношении следствие, что теоретиче- 

ски любая биохимическая реакция в клетке любого организма (от бакте- 
рии до человека) может быть изменена в результате мутации гена; каждая 
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такая мутантная линия клеток отличается от родительской немутантной 
линии лишь одной первичной реакцией. Излишне напоминать, что пра- 
вильность этого положения была многократно подтверждена и многие 
исследователи в течение последних 15 лет или более получали и выделяли 
биохимически мутантные штаммы микроорганизмов почти у всех испытан- 
ных видов бактерий, дрожжей, водорослей и грибов. 

Также явно излишне подробно останавливаться на том, что для обна- 
ружения и детального изучения механизмов генетической рекомбинации 
у микроорганизмов, часто весьма необычных, удобно использовать мутант- 
ные штаммы, такие, например, как те, которые были первыми получены 
и выделены у нейросиоры и у В. сой. 

Точно так же очевидно излишне даже упоминать о той роли, которую 
играют мутантные штаммы микроорганизмов при выяснении путей био- 
синтеза существенных для клетки соединений. Тем не менее, мне хоте- 
лось бы перечислить некоторые из биосинтетических реакций, открытие 
и изучение которых стало возможным в значительной степени в резуль- 
тате использования биохимических мутантов. Сюда относятся: синтез 
ароматических аминокислот через дигидрошикимовую и шикимовую 
кислоты [44, 15]; синтез фенилаланина через префеновую кислоту [46] 
и триптофана — через антраниловую кислоту, индолглицерофосфат [47] 
и чоероз соэдинение индола с серином [18]; превращение триптофана 
в никотиновую кислоту через кинуренин и 3-оксиантраниловую кислоту 
[49, 20]; биосинтез гистидина [21]; биосинтез изолейцина и валина через 
сходные диокси- и кетокислоты [22]; биосинтез пролина и орнитина 
из глутаминовой кислоты [23]; синтез пиримидинов через оротовую кис- 
лоту [24]. 

Если предполагаемая связь между генами и ферментами действитель- 
но существует, то можно предсказать некоторые ее следствия. Во-первых, 
мутации должны приводить к образованию измененного белка, который 
может быть ферментативно неактивным или слабо активным. Измененный 
белок может иметь другие физические свойства, в частности те, изменение 
которых легко можно обнаружить. И действительно, во многих случаях 
было показано, что мутантные штаммы образуют белки, у которых изме- 
нена устойчивость к нагреванию, ферментативная активность или какие- 
нибудь другие свойства, например энергия активации [25—34]. Нужно 
думать, что при тщательном сравнении структуры нормального и изме- 
ненного ферментов с помощью методов, подобных изящным методам Сенд- 
жера,выяснится молекулярная основа таких изменений. Исследование, 
проведенное недавно Ингрэмом на гемоглобине [32], ясно показало, что 
непосредственный эффект генной мутации может заключаться в простой 
замене одной аминокислоты другой и тем не менее приводит к глубоким 
вторичным изменениям структуры и свойств белка. Наиболее важный 
материал для дальнейшего изучения этих вопросов неизбежно дадут 
искусственно полученные мутантные штаммы микроорганизмов. 

Другое следствие прэдполагаемой связи между генами и ферментами 
основано на представлении, что генетическая конституция определяет 
возможности. клетки, а время и степень проявления этих возможностей 
до некоторой степени зависят от внешних условий. Из 
контроля такого типа на биохимическом уровне состав 
ных и увлекательных новых областей биохимии. Эта 
с ЕЙ и интеграцией биохимических реакций 
низмов обратной связи, ограничивающих синтез и. 
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Такая же увлекательная, только еще создающаяся область генетики 
была открыта Бензером [38] при работе с бактериофагом. Она заключается 
в сопоставлении тонкой структуры гена в отношении мутирования и ре- 
комбинации с его тонкой структурой в отношении функционирования. 
Наличие биохимических мутантов микроорганизмов сделало недавно 
возможными исследования такого типа на двух уровнях организации 
генетического материала. Что касается более высокого уровня организа- 
ции, то оказалось, что контролирующие последовательные биосинтетиче- 
ские реакции неаллельные гены генетически сцеплены. Это было пока- 
зано Демерецем и Хартманом для генов, контролирующих биосинтез 
триптофана и гистидина у сальмонеллы [39]. 

Что касается более тонкого уровня организации генетического мате- 
риала, то способность нейроспоры образовывать гетерокариотические 
клетки позволила показать [40—42], что поврежденные мутациями в раз- 
ных областях одного и того же локуса гены, контролирующие один и тот 
же фермент, комплементируют в тетерокарионе, образуя ферментативно 
активный белок. Это восстановление, возможно, происходит путем обра- 
зования в цитоплазме активного белка из продуктов двух генов, дефект- 
ных в разных участках, аналогично восстановлению рибонуклеазы из ком- 
понентов а и 6. Такое явление комплементации, обнаруженное также 
иу АзрегаШиз [43], позволяет провести тонкое картирование генетиче- 
ской структуры в терминах функции. Это направление исследований долж- 
но привести к углублению знаний о механизме образования ферментов 
и к прояснению роли тенов в синтезе белка. 

Представления биохимической генетики были и несомненно будут 
существенными для самых разных областей биологии. Позвольте мне 
остановиться на некоторых примерах из области микробиологии и меди- 
ЦИНЫ. 

Использование в микробиологии мутантных штаммов бактериальных 
культур все больше проясняет значение для эв олюции мутирования и отбо- 
ра. Что же касается непосредственного практического применения, то 
известно первостепенное значение мутирования для улучшения произ- 
водства антибиотиков — как, например, в классическом случае с пени- 
циллином. Если выход пенициллина, вскоре после его открытия Фле- 
мингом, составлял всего около 40 единиц на 1 мл культуры, то теперь 
штаммы, полученные из тех же культур в результате длинной серии после- 
довательных мутаций, дают приблизительно до 4 000 единиц на 1 м4. 
Оборотной стороной медали является возникновение в результате мути- 
рования микроорганизмов, устойчивых к антибиотикам. Для медицины 
это очень существенно. Применение массивных доз антибиотиков при 
лечении является прямым следствием генетической концепции. Массивные 
дозы используются для того, чтобы уменьшить число бактерий, у которых 
в результате мутирования могла бы возникнуть устойчивость. Следствием 
тенетической концепции является также и применение при лечении соче- 
тания антибиотиков. Для возникновения устойчивости к двум анти- 
биотикам потребовалось бы изменение в результате мутирования одно- 
временно двух независимых признаков. | ы 

В качестве важного примера применения тех же концепций микробной 
тенетики к клеткам млекопитающих можно сослаться на устойчивость 
лейкозных клеток к химиотерапевтическим агентам, которая имеет, веро- 
ятно, мутационную природу [44]. Поэтому при лечении эффективным 
оказывается одновременное использование двух или более химиотерапев- 
тических агентов. В связи © этим можно отметить, что из найденных пока 
противораковых химиотераневтических агентов наиболее эффективны те, 
которые препятствуют синтезу ДНК. Более детальное знание биохимиче- 
ских стадий этого синтеза сделает возможным и более рациональный 
подбор противораковых средств. Кстати, мне хотелось бы указать на ана- 
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логию между ситуацией в бактериальной культуре, состоящей из двух 
или более типов клеток, и ситуацией, связанной с конкуренцией и выжи- 
ванием злокачественной клетки, независимо от ее происхождения, в попу- 
ляции нормальных клеток. Нужно ожидать, что изменение окружающих 
условий, вызванное, например, химиотерапией, будет влиять на эффектив- 
ность обмена измененной клетки и, следовательно, на ее рост. Однако, 
по-видимому, изучить вызванное взаимодействием между клетками 
разных типов влияние того или иного давления отбора на бактериальные 
популяции, так же как и изучить влияние химиотерапевтических агентов 
на эффективность давления отбора в популяциях клеток млекопитаю- 
щих, можно наиболее успешно лишь в контролируемо смешанных попу- 
ляциях клеток исследуемых типов. 

Концепции генетики приобретают все большее как теоретическое, таки 
практическое значение и в других областях онкологии. Представляется 
возможным, что изменения клетки при ее злокачественном перерождении 
непосредственно связаны с изменениями в ее биохимии. Выявленные 
за последние десятилетия связи между ДНК, РНК и ферментами застав- 
ляют приглядеться к изменениям, происходящим при злокачественном 
превращении в тесно переплетенных иерархиях клеточного мате- 
риала. 

Известно, что наследуемые изменения ДНК могут возникать в резуль- 
тате мутирования или как следствие введения нового генетического мате- 
риала либо прямо (как при трансформации), либо при вирусной инфекции 
(как при трансдукции). Теоретически в возникновении рака может при- 
нимать участие любое из этих изменений наследственности. Но определен- 
ные указания существуют только в отношении роли вирусов. Эти работы 
берут начало от классических исследований Рауса, проведенных на сар- 
коме кур [45]. Генетическое изменение на уровне РНК могло бы проис- 
ходить также любым из указанных способов. Например, вирус, содержа- 
щий РНК, мог бы привести к наследуемому изменению цитоплазматиче- 
ского типа, полуавтономному по отношению к действию гена. Что касается 
белкового уровня, то, как уже указывалось, имеется регуляторный 
механизм, определяющий активность генов и синтез ферментов, который 
также представляет область для интересных исследований. 

Из многочисленных приложений концепций и методов генетики микро- 
бов к проблеме рака я упомяну еще исследованные Клейном [46 ] гене- 
тические основы иммунологических изменений, отличающих раковую 
клетку от нормальной, и изученные Паком [47] и Иглом [48] в условиях 
культивирования особенности питания, морфологии и мутирования изо- 
лированных нормальных и раковых клеток млекопитающих. Эти иссле- 
дования заложили основу для дальнейшей работы, которая позволит, 

в конце концов, понять, в чем же природа и каковы причины злокачест- 
венности. 

Каковы бы ни были причины возникновения раковой клетки и на каком 
бы генетическом уровне ни происходило первичное изменение, можно 
надеяться, что в будущем мы сможем исправлять или хотя бы облегчать 
последствия нарушения обмена, точно так же, как более глубокое пони- 
мание врожденного нарушения обмена у человека помогает исправить 
или вылечить этот дефект. В одних случаях последствия метаболического 
блока можно исправить диетой, т. е. (говоря терминами биохимиче- 
ской генетики) ограничивая поступление предшественника вредного 
накапливающегося продукта (в случае фенилкетонурии это ароматические 
аминокислоты). В других случаях для исправления обмена нужно давать 
извне необходимый конечный продукт (специфический белок крови при 
гемофилии или же определенное необходимое для обмена вещество, 
например витамин). 
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Недостаток времени не позволяет мне продолжить эти примеры. 
Возможно, однако, меня извинят, если я рискну коротко высказать 
некоторые предсказания и надежды на будущее. 

‚ Представляется вполне естественным ожидать, что точно так же, как 
сейчас мы побеждаем болезни бактериального и вирусного происхождения, 
с увеличением наших знаний о контроле над механизмами деятельности 
клетки и наследственностью успешнее окажется наша борьба с такими 
болезнями, как врожденные нарушения обмена и пока более таинствен- 
ные рак и болезни перерождения. 

Когда мы больше будем знать о функционировании и регулировании 
активности тенов при дифференцировке и развитии, можно будет более 
действенно контролировать и регулировать эти процессы. Тогда можно 
будет не только предотвращать возникновение в развивающемся орга- 
низме нарушений структуры или обмена, но и создавать более совершен- 
ные организмы. 

Возможно, еще при жизни некоторых из присутствующих здесь будет 
разгадан код жизненных процессов, связывающий молекулярные струк- 
туры белков и нуклеиновых кислот. Это может позволить улучшать живые 
организмы посредством того, что можно было бы назвать биологическим 
конструированием. 

Биологическое конструирование может постепенно перейти от биосин- 
теза п УЙто все более эффективных и совершенных ферментов к биосинтезу 
молекул соответствующих нуклеиновых кислот. Затем эти молекулы 
можно будет вводить в геном организма посредством инъекции, внесения 
вируса в половые клетки или же с помощью процесса, аналогичного 
трансформации. Может быть, удастся достичь той же цели иным путем, 
используя направленное мутирование. 

Как биолог, и в особенности как генетик, я глубоко верю в изменчи- 
вость гена и живых организмов. Эта изменчивость дает материал, который 
отвечает требованиям жизни на любом уровне. В ответ на внешние 
давления всех типов, в том числе социологические и интеллектуальные, 
происходят отбор, выживание и эволюция. Если брать проблему шире, 
то опасные, плохо изученные и мало контролируемые силы современной 
цивилизации, в том числе атомная энергия и сопровождающие ее опас- 
ности, представляют собой лишь более сложные требования, предъявляе- 
мые жизни средой. Если человек не сможет удовлетворить этим требова- 
ниям, то в биологическом смысле он не сможет выжить. 

Но можно твердо надеяться, что вместе с действительным пониманием 
роли наследственности и среды, вместе с развитием физических способ- 
ностей человека и уменьшением его зависимости от болезней тела придет 
и лучшее понимание социологических и экономических проблем, изме- 
нится к лучшему подход к этим проблемам. Как в любом научном иссле- 
довании, когда проблема ясно поставлена, она уже наполовину решена. 
Поэтому можно предвидеть наступление возрождения, когда человечество 
разрешит основные социологические проблемы и сделает гигантский шаг 
К установлению на земле братства, взаимного доверия и благополучия, 
которое предсказывал большой филантроп и гуманист Альфред Нобель. 
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Приложение ГШ 


ОБЗОР ГЕНЕТИКИ 
ДЖОШУА ЛЕДЕРБЕРГ 


Нобелевская лекция ! 


ры 5 р г. требует, чтобы каждый лауреат прочел в Сток- 

Ве ую лекцию не позднее, чем через шесть месяцев со дня 
присуждения премии. Я не без задней мысли полностью использовал 
эту отсрочку, так как она дала мне возможность навестить многих друзей 
и коллег в вашем прекрасном городе в самое лучшее время года. 

Статут, возможно, требует исторического доклада об «исследованиях 
генетической рекомбинации и организации генетического материала 
у бактерий», исследованиях, в проведении которых мне посчастливилось 
пользоваться товарищеской помощью многих коллег, и в первую очередь — 
моей жены. Однако этому вопросу посвящено много обзоров [36, 37, 38, 
АА, 42, 45, 49, 54, 55, 58]. Поэтому я склонен взять на себя более умозри- 
тельную задачу рассмотреть направления современной науки, связанные 
с бактериальной генетикой, чтобы ее можно было глубже понять и взгля- 
нуть на перспективы экспериментальной генетики. 

То, что Нобелевскую премию в области генетики разделили несколько 
ученых, символизирует сближение усилий исследователей всего мира. 
То, что премия присуждена за генетику, тоже своевременно — это отра- 
жает ее роль как стержня в структуре понятий биологии и возрастающее 
значение ее как для теоретической, так и для практической медицины. 
Однако экспериментальная генетика достигает полной своей силы лишь 
в сочетании с биохимией: в принципе, каждый фенотип должен быть, 
в конце концов, обозначен точной последовательностью аминокислот 
в белке [79], а генотип — соответствующей последовательностью нук- 
леотидов в ДНК [63]. Проводить точную границу между генетикой и био- 
химией уже бесполезно. Но когда генетика будет полностью сведена 
до молекулярного уровня, то генетика и биохимия могут остаться в тех же 
взаимоотношениях, какие существуют между термодинамикой и механи- 
кой [69]. Приведение в соответствие друг с другом такого большого числа 
соседних областей знания обязательно должно потребовать от наших 
преемников достаточных умственных способностей. 

Большое значение бактерий и их генетики для всей биологии знаме- 
нует новый этап в нашем научном мировоззрении. Раньше, если о них 
и задумывались,то часто относили их к каким-то таинственным побочным 
продуктам эволюции, а связь их с другими организмами сильно недо- 
оценивали. «Со времен удивительных открытии Пастера, показавших ту 
важную роль, которую играют микробы в человеческой деятельности, 
микробиология как наука воегла страдала от своей замечательной прак- 
тической направленности. Надолго большинство микробиологических 
исследований имели целью дать ответ на вопросы, связанные ето 
лучием человечества» [30]. Сохранению такого искажения ты ствовало 
отделение обучения академической биологии от медицинского образования. 
К счастью, репатриация бактерий и вирусов является лишь первым пла- 
тежом в счет долга медицины перед биологией [6—8]. 





6. 14 мая 1959 г. Нобелевская лекция, прочитанная 29 мая 

Е А я Каролинском медико-хирургическом институте в Стокгольме. 

| обомаввиья премий по физиологии и медицине была присуждена 10 декабря 1958 г. 
совместно Г. В. Бидлу, Е. Л. Татуму и Дж. Ледербергу. 


619 








Объединение биологии, начатое сто лет назад Дарвином, завершает 















































сравнительная биохимия. Во всем живом мире мы видим один и тот же со 
набор структурных единиц, из которых строится каждый организм, — но 
аминокислот, коферментов, нуклеотидов, углеводов и т. д. То же самое но 
имеет место и в отношении основных процессов биосинтеза и энергети- 

ческого обмена. Особый интерес представляют поэтому исключения из это- тоГ 


го правила — полные смысла признаки биологической индивидуальности, 


пл: 

например замещение цитозина оксиметилцитозином в ДНК фага Т2 [12]. от 
Особенно плодотворным оказалось изучение питания. Ранее бактерии, —— 
которые не нуждаются в витаминах, казались проще человека. Но более сей 


вдумчивые авторы [32,61 ] поняли, что простые потребности в питании озна- —. 


об 

чают большие способности к синтезу. Нужды более требовательных орга- т 
низмов охватывают как раз те соединения, которые они не могут синте- пра 
зировать с помощью своих собственных ферментов. ва 

Виды различаются пищевыми потребностями. Следовательно, если виды нук 
отличаются генами, то гены должны контролировать этапы биосинтеза, ее 
определяющие пищевые потребности. Этот силлогизм, некогда высказан- 44 
ный в таком ясном виде, был развит Бидлом и Татумом. Значение его для и 
экспериментальной биологии и медицины, в том числе и для методологии Е 
бактериальной генетики, хорошо известно. Татум уже рассказал, как его ра 
ранние опыты по исследованию питания бактерий подкрепили основания | т 
биохимической генетики нейроспоры. Затем, несмотря на всеобщее мне- ] 
ние, что бактерии слишком просты для того, чтобы обладать генами, Татум о 
набрался храбрости попытаться найти у них гены, которые действительно ' име: 
могли бы контролировать питание бактерий.Это положило начало счастли- ях г 
вому для меня содружеству с ним и с теми, кто прокладывал новые пути ных 
в бактериальной генетике. ыы 

Современные генетические исследования утверждают, что генетический ко м 
материал представляет собой ДНК, функционирующие системы клетки — { бые 
белки-ферменты, а РНК является каналом связи между ними [63]. Гене- восп 
тическая функция ДНК подтверждается тремя линиями доказательств. Две 
из них связаны с генетикой бактерий; третьей, и наиболее общей, являет- 
ся обнаружение с помощью цитохимических методов ДНК в хромосомах, днк 
которые несомненно представляют собой вереницы генов. Но хромосомы 
содержат не только ДНК. Поэтому хотелось бы иметь возможность выде- Хим 
лить отдельную хромосому или ее фрагмент, изучить ее и пересадить, что- [43 
бы проверить ее функциональные способности, Впечатляющие результа- подв 
ты, достигнутые при трансплантации ядер [29], придают смелость, необ- 
ходимую для того, чтобы отважиться на такой опыт. 80 лет назад бактерио- 
лог открыл соответствующий эквивалент трансплантации хромосом [20]. 
Некоторые из последователей Гриффита не были уверены в том, что при 
«трансформации пневмококков» затронута генетика, так как при этом 
изменялась лишь способность бактерии образовывать клейкую наружнюю р 
капсулу. Однако в 1943 г. Эйвери с сотрудниками показали, что этот | 
наследуемый признак передается от одного штамма пневмококков другому 2 
посредством ДНК. Поскольку тем же механизмом передаются и другие о 
я [25], то это может означать лишь, что гены состоят из 

В подтверждение этого вывода Херши и Чейз [23] доказали, что гене- ы о7 
тическим элементом бактериального вируса также является ДНК. Для Не 





1 Могут попытаться написать: «Одна молекула ДНК — один ген» Однако 6; 
из единиц факториальной генетики, определенная как по мутированию ЛИ любая 
бинации, так и по ферментной функции, меньше единицы ДНК с ее я реком- 
весом 6106 [4]. Постоянно накапливаются данные, что такая молекула не а 


артефактом, получающимся путем фрагментации, но действитель РИС. У 
собой природную единицу. но представляет О 
т 
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инфицирования клетки достаточно проникновения лишь ДНК, содер- 
ащаися в адсорбированной частице.Эта ДНК контролирует не только свою 
собственную репликацию при образовании нового фага, но и специфич- 
ность белковой оболочки, которая определяет серологическую специфич- 
ность и специфичность фага по отношению к хозяину. 

РНК также выполняет генетические функции, по крайней мере у неко- 
торых мелких вирусов. Однако автономная роль в наследственности цито- 
плазматической РНК, образующейся под влиянием генов, сейчас пред- 
ставляется очень сомнительной. По крайней мере некоторые из плазмаге- 
нов, которые, как предполагали, выполняют такую функцию, считаются 
сейчас системами переноса субстрата, регулируемыми по принципу 
обратной связи [65, 72, 81 ]. 

Таким образом, исследования последнего десятилетия подтверждают 
правильность того простого представления, что генетическая информация 
является нуклеиновой, т. е.закодирована в линейной последовательности 
нуклеотидов. Это упрощение жизни может оказаться слишком поверх- 
ностным и стать соблазнительной мишенью для критики агностиков [37, 
41, 44, 74]. Но так как никакую научную теорию нельзя порицать за 
постоянное усовершенствование и доработку,то такая критика мало сущест- 
венна, если она направлена на то, что в теории вполне удовлетворяет дан- 
ным эксперимента. 

Клетка может, конечно, кроме полинуклеотидных последовательно- 
стей, содержать в цитоплазме или в хромосомах еще и информацию, не 
имеющую нуклеиновой природы. Во многих предложенных недавно теори- 
ях цитодифференцировки и в моделях такого процесса, как смена антиген- 
ных фаз у ба/топейа [4Т, 52, 56, 71], фигурирует эпинуклеиновая инфор- 
мация, не определенная более точно. Альтернативные схемы имеют настоль- 
ко меньшую емкость информации, чем нуклеиновый цикл, что они могли 
бы еще иметь отношение к регуляции функционирования генов, но не могут 
воспроизвести специфичности самих генов. 


ДНК КАК ВЕЩЕСТВО 


Химия ДНК заслуживает того, чтобы ее излагали настоящие мастера 
[13, 34, 86]. А я до того, как перейти к биологической роли ДНК, лишь 
подведу итог тому, что известно о ее химии. На рис. 1 показан участок 


И 
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РИС. УП1-1. 
Первичная структура ДНК — участок © полинуклеотидной последовательностью 
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[4 ое цепи ДНК. Она представляет собой ли- 
нейный полимер, скелет которого сос- 
тоит из повторяющихся единиц: 


| 
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фосфодиэфир © С. в: 


Атомы углерода пронумерованы, как 

условлено, в соответствии с их положе- 

нием в фуранозном кольце дезоксирибо- 

зы. Дезоксирибоза связана через М-гли- 

козид с одним из оснований: адени- 

ном, гуанином, цитозином или тими- 

ном. Эти основания обозначаются 

как А, Г, ЦиТ и составляют извест- 

<) ный теперь всем алфавит, с помощью 

которого записывается генетическая ин- 

РИС. УПт-2. формация. При длине цепи около 10000 
Схема репликации ДНК по Уотсону остатков молекула ДНК содержит 20000 
и Крику. «Раскручивание и реплика- «битов информации», что сравнимо е 


ция протекают рат! раззи. Все три гле- . : 
ча У вращаются ‚так, как показано количеством букв в этои статье или на 


стрелками» [14] странице газеты. 
Было обнаружено, что метаболиче- 
скими предшественниками ДНК явля- 
ются активированные пирофосфатом мономерные единицы (например, тими- 
динтрифосфат) [31 ]. При репликации генома мономерные единицы должны 
связаться, образуя последовательность, которая отражает последователь- 
ность родительской молекулы. Правдоподобный механизм репликации 
был предложен Уотсоном и Криком [87 ] как естественное следствие их мо- 
дели структуры ДНК. В соответствии с этой моделью ДНК являет- 
ся двухнитчатой спиралью с направленными внутрь основаниями. 
Когда основания закреплены на дезоксирибозофосфатных цепях, только 
две пары оснований способны образовывать водородные связи между имею- 
щимися в них группами МН и СО. Это пары А : ТиГ: Ц. Такое спарива- 
ние оснований соединяет две нити вдоль всей спирали. Эта модель подтвер- 
ждается многочисленными данными по определению состава, которые пока- 
зывают замечательное равенство Ас Ти ГсЦв ДНК из разных источни- 
ков. Следовательно, две нити любой ДНК взаимно комплементарны. А,Т,Г 
и Ц одной нити противостоят, соответственно, Т,А,Ц и Г в другой нити. 
Поэтому информация, содержащаяся в одной нити, эквивалентна той, что 
содержится в другой, так как строение одной нити полностью определяет 
строение другой. Строение нити ДНК определяется при репликации, когда 
одна родительская нить путем поэтапного присоединения к ней мономеров 
образует вторую, комплементарную себе нить. На каждом этапе реплика- 
ции для удлинения цепи путем эстерификации с соседним нуклеотидом 
используется только мономер, комплементарный матрице. Модель требует 
раскручивания спирализованных нитей для того, чтобы каждая из них 
могла служить матрицей. Такое раскручивание может происходить посте- 
пенно, вместе с ростом дочерней цепи. Это представление использовано 
на рис.2, который являет собой новую Каббалу.Обнаружение однонитчато- 
го состояния ДНК [85] делает приемлемой и альтернативную модель, 
включающую полное раскручивание молекулы. 

Для вещества, осуществляющего преемственность жизни, ДНК может 
показаться очень заурядной молекулои. Форма ее определяется однообраз- 
ным дезоксирибозофосфатным скелетом, монотонность которого и приво- 
дит к картинам диффракции рентгеновых лучей, указывающим на высокую 
кристалличность. Сами по себе основания обладают малой реакционной 
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способностью, мало отличаются друг от друга, а в ДНК замкнуты друг 
на друга и взаимно насыщены. Все гидроксилы дезоксирибозы в полимере 
замещены. Структура ДНК соответствует солипсизму ее функции. 
Наиболее правдоподобная функция ДНК заключается в конечном счете 
в определении аминокислотной последовательности белков. Однако, так 
как белки строятся из 20 аминокислот, то между нуклеотидами и амино- 
кислотами не может быть соответствия «один к одному».Если учесть, что 
в комплементарных структурах присутствуют два варианта кода и что 
нужно указывать промежутки между словами в закодированном сообще- 
нии, то получается, что для записи одной аминокислоты требуется три или 
четыре основания [49]. 
Хотя белок также определяется последовательностью составляющих 
его мономерных единиц, аминокислот, однако молекуле белка недостает 
«апериодичной кристалличности» [80], присущей ДНК. Аминокислоты 
сильно различаются по величине, форме, заряду (например, Н.М‘СН»- 
„СН. СН. СН. .; СООН.СН,-СН,`; НО -СуНа-СН,;СН.; Н:), а пролин 
отличается еще и углами валентности. Биологическая активность белка 
определяется формой поверхности, ограничивающей уложенную полипеп- 
тидную цепь [73]. Следовательно, одномерная специфичность ДНК долж- 
на переводиться в трехмерную специфичность поверхности фермента или 
антитела. Наиболее простое допущение состоит в том, что последователь- 
ность аминокислот в растянутой полипептидной цени, в виде которой белок 
отделяется от матрицы, на которой он строился, и выходит в цитоплазму, 
полностью определяет конфигурацию белка. Конфигурация белка может, 
конечно, стабилизироваться непептидными связями. Если это не так, то 
необходимо ввести некий добавочный механизм, управляющий скручива- 
нием белка. Этот спор достиг кульминации в гипотезах о механизме обра- 
зования антител. Если глобулины антител имеют одну и ту же последова- 
тельность аминокислот, а их специфичность определяется конфигурацией, 
которой управляет дополнительный механизм, то антиген мог бы прямо 
формовать соответствующее антитело. Однако если последовательность 
аминокислот определяет конфигурацию белка, то последняя должна в свою 
очередь определяться информацией, содержащейся в нуклеиновой кислоте. 
Так как на эту информацию антиген не влияет, то он должен играть просто 
селективную роль, производя отбор среди вариантов нуклеиновой кисло- 
ты, возникших в результате спонтанных мутаций [8, 50]. 
Нет указаний на химическое соответствие между аминокислотами 
и группами нуклеотидов. В настоящее время представляется ‘более вероят- 
ным, что этот код в процессе эволюции был вторично случайным образом 
переведен какими-то биологическими посредниками.В этом случае кодовые 
связи были бы аналогичны, скажем, связи английской азбуки Морзе 
(двузначная система) с китайской (пиктографической). Это подтверждается 
сообщениями нескольких исследователей о ферментативных реакциях 
аминокислот с фрагментами РНК [22, 75]. По-видимому, для каждой ами- 
нокислоты существуют свои собственные акцепторная РНК и фермент, 
двойная специфичность которого избавляет от необходимости непосредст- 
венного узнавания аминокислоты полинуклеотидом. По аналогии с моделью 
репликации ДНК связь нуклеотидатов аминокислот с РНК-матрицей 
обеспечивает специфичность выстраивания аминокислотных остатков при 


синтезе белка. 
Таким образом, можно представить себе следующие способы переноса 


информации: р 
1. Репликация ДНК — сборка комплементарных дезоксирибонуклео- 
тидов на ДНК-матрице. и 
2. Перенос информации на РНК, осуществляемый посредством сходного 
механизма сборки рибонуклеотидов. Этот процесс плохо изучен, так как 


пока не совсем ясна структура РНК 116]. 
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. Синтез белка: 

) аминоацилирование фрагментов полинуклеотидов; 

) выстраивание нуклеотидатов на РНК-матрице по аналогии с процес- 
сом (1); 

в) конденсация аминокислотных остатков собразованием пептиднойцепи. 
Некоторые исследователи полагают, что кроме образования РНК на ДНК 
происходит еще и поэтанная репликация РНК [3], одновременно с синте- 
зом белка. 

Первичные структуры ДНК и РНК различаются главным образом 
тем, что в рибозе атом С в 2’-положении содержит гидроксильную группу, 
так что в сахаре РНК оказывается реакционно способный гидроксил. 
Может быть, это и определяет меньшую упорядоченность вторичной струк- 
туры РНК и функционирование ее в качестве посредника при синтезе 
белка. Пока не ясно, эстерифицирован ли аминоацилнуклеотидат в С» 
или в С; он также может быть эстерифицирован и в концевом остатке. 
Таким образом, основу ДНК составляет инертный, но жесткий каркас, 
к которому прикреплены различные основания. Пространственные огра- 
ничения придают специфичность водородным связям, образуемым между 
звеньями. Правдоподобна репликация такой структуры. Трудно предста- 
вить себе другие реакционные группы, кроме нуклеотидов, которые могли 
бы иметь отношение к этой структуре. Все особенности этой структуры 
хорошо подходят для хранения информации — такие полимеры, как 

каучук и пироксилин, слишком бедны*для записи информации. 


3 
а 
б 


ДНК И МУТАЦИИ У БАКТЕРИЙ 


1713 {ашиз генетики — это специфический мутаген, реагент, который 
мог бы проникать в определенный ген, узнавать его и специфическим 
образом изменять. Направленное мутирование у высших организмов уже 
давно дискредитировано и установлена «коренная неопределенность» мути- 
рования, присущая как спонтанным, так и индуцированным рентгеном 
мутациям [68]. Однако возникновение резистентности, несомненно инду- 
цированной лекарствами, оживило иллюзии, что гены бактерий можно 
направленно изменять. Этот вывод неизбежно должен был подорвать кон- 
ценцию «гена» для этих организмов. Не удивительно, что вокруг механиз- 
ма резистентности к лекарствам разгорелся столь горячий спор [89]! 
Какого типа молекулы могли бы действовать в качестве специфическо- 
го мутагена, реагирующего с одним определенным геном из всего набора 
генов бактерии и способного выбратьодну мишень едва ли, менеечем из тыся- 
чи? По нуклеиновой гипотезе наименьший сегмент, соответствующий такой 
мишени, состоит по меньшей мере из шести нуклеотидов. Специфический 
мутаген должен различать все возможные конфигурации этого сегмента. 
Это, очевидно, осуществимо только с помощью другой молекулы соответ- 
ственной длины и периодичности, т. е. с помощью аналогичного полину- 
клеотида. В химическом строении пенициллина или стрептомицина, несом- 
ненно, нет ничего, что могло бы указать на прямое воздействие их на инфор- 
мацию, содержащуюся в нуклеиновой кислоте. 

К тому же мы не знаем химических реагентов, способных заменять одно 
основание другим в структуре готовой ДНК. Но так как к мутации может 
приводить изменение основания ‚пусть даже вызывающее появление нового 
основания, которое не встречается в природе,то главным препятствием для 
специфического мутагенеза остается опознание соответствующей мишени. 

Возникновение резистентности к лекарствам, кроме большого теорети- 
ческого интереса, требует еще особого внимания и само по себе. Возмож- 
но, что экспериментальным путем и не удастся объяснить некоторые из еще 
не изученных ‘ситуаций. Однако каждый хорошо изученный случай насле- 
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дуемой резистентности можно объяснить спонтанным возникновением 
резистентных мутантов" и их последующим отбором под действием лекар- 
ства [5, 10]. Кроме того, при благоприятных условиях, если ухитриться 
выделить резистентные мутанты без того, чтобы они когда-либо входили 
в соприкосновение с лекарством, можно четко доказать их спонтанное 
происхождение. Один из таких методов включает непрямой отбор. Я пока- 
жу его применение на таком примере. Пусть культура Езсйетема сой 
содержит 10° бактерий на 4 м. Высевая пробы на агар, содержащий стреп- 
томицин, мы обнаруживаем, что устойчивые к стрептомицину колонии 
образует одна бактерия из миллиона, или 103 на 1 №4. Но чтобы подечи- 
тать эти клоны, их нужно было высеять на среду со стрептомицином, кото- 
рый гипотетически мог бы индуцировать резистентность. Однако мы можем 
развести исходные бактерии в полноценной среде и отобрать пробы, содер- 
жащие по 10° бактерий на 4 мл. Так как резистентны 10`° бактерий, то для 
каждой пробы математическое ожидание того, что она содержит устойчи- 
и. вую бактерию, равно 0,1. Так как отдельную бактерию при разведениях 
разделить нельзя, то в девяти пробах из десяти резистентных бактерий 
не будет. В десятой пробе будет одна резистентная бактерия, но теперь 
в этой пробе доля резистентных бактерий возросла до 105. То, что там 
. была именно одна резистентная бактерия, легко можно установить при 
о ретроспективном анализе инкубируемых проб. Для обогащения резистент- 
з ными организмами эту процедуру можно повторять до тех пор, пока они 
не получатся в чистой культуре [41]. Того же результата можно достичь, 
если высеять исходную культуру на чашку с питательным агаром, что 
удобнее, чем разливать пробы по отдельным пробиркам. Испытание ино- 
. кулятов, рассеянных по пробиркам, заменяется в этом случае технихой 
отпечатков, при которой то, что вырастает на поверхности чашки, перено- 
сится с помощью куска бархата на другую чашку [531]. Итак, отбор проб 
ИМ с разведением и метод отпечатков являются альтернативными методами 
] непрямой селекции, с помощью которых удается избежать прямого кон- 
такта испытуемой линии с лекарством. При таком отборе сохраняются суб- 
линии, сиблинговые клоны которых резистентны. Такое доказательство 
только подтверждает убедительные доводы, выдвигавшиеся многими авто- 
рами. 

Как возникают мутации, если они не являются специфическими ответа- 
ми на окружающие клетку условия? Мы еще мало знаем о непосредотвен- 
ных причинах возникновения как спонтанных мутаций, так и мутаций, 
индуцированных радиацией или химическими веществами. Большинство 
химических мутагенов являются сильными алкилирующими агентами, 
например формальдегид или азотистый иприт, которые взаимодействуют 
с многочисленными реакционными группами в клетке. Подобные соедине- 
ния могут появляться и при нормальном обмене и вызывать часть наблю- 
даемых спонтанных мутаций. Они могут также играть роль промежуточных 
химических соединений при действии излучений. Поэтому большинство 
исследований мутагенеза, особенно при действии более сильных реагентов, 
мало может сказать нам о химии гена. Вероятно, любой агент, который 
может проникать к хромосомам и вызывать локальное химическое изме- 
нение, способен вносить случайные ошибки в генетическую информацию. 
Большинство токсичных агентов, несомненно, были бы мутагенными, если 
бы они раньше не убивали клетку посредством других механизмов. 

Другой класс мутагенных химических соединений обещает дать боль- 
ще информации. Это аналоги естественных оснований, входящих в ДНК. 
Например, если зараженным бактериям скармливать бромдезоксиуридин, 
то бромурацил специфически замещает тимин в фаговой ДНК. С помощью 
крайне тонкого генетического анализа Фриз показал, что у фага Т4 мута- 
ции, индуцированные таким образом, локализованы иначе, чем спонтанные 
или индуцированные другими химическими веществами [18]. По-видимому, 
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с помощью этого метода картируется расположение тимина в исходной 
ДНК. Для объяснения значительных различий частот возникновения 
мутаций в разных локусах нужно допустить еще и взаимодействие между 
нуклеотидами. В настоящее время именно эти исследования наиболее 
приближаются к направленному химическому мутагенезу. Однако в каж- 
дом гене момент содержаться много мишеней для любого аналога оснований, 
и специфичность такого мутагенеза может быть обнаружена лишь в систе- 
мах, где разрешение генетических локусов приближается к расстоянию 
между отдельными нуклеотидами [4]. Сейчас это осуществимо только на 
микроорганизмах. Огромный интерес должны представлять подобные 
исследования на бактериях и грибах. 

Более специфические эффекты могут получиться при использовании 
олиго- и полинуклеотидов. Однако осуществлению такой программы меша- 
ют разные технические трудности: даже если и удастся синтезировать 
требуемые полимеры, трудно ввести их в клетку. Перенос соответствующих 
генетических признаков с помощью ДНК, выделенной из мутантных бак- 
терий, рассматривается как «генетическая трансдукция». 

Другим реагентом, от которого можно ожидать, что он будет узнавать 
отдельные гены, является РНК. Пока нет прямых доказательств того, что 
перенос информации от ДНК к РНК обратим. Однако антимутагенное 
действие рибонуклеотидов [24, 71] позволяет предполагать, что в мути- 
ровании может участвовать РНК. Обратимость обмена информации ДНК =? 

= РНК подразумевалась и в хорошо обоснованной схеме репликации ДНК, 
предложенной Стентом [82]. Необходим эксперимент, который показал 
бы перенос информации от какой-либо выделенной РНК в ДНК. Может 
быть, это и пытались сделать, но сообщений об этом не было. 

Одним из доводов в пользу такого подхода является то, что трудно 
найти источник гомогенной нуклеиновой кислоты. ДНК встречается в био- 
логических объектах в виде наборов разных молекул, как предполагается, 
в эквимолярных соотношениях. Удобное исключение представляет собой 
замечательный маленький фаг, в котором, кажется, всего одна молекула 
ДНК 185]. Однако препараты РНК могут варьировать в зависимости от 

метаболической активности клетки. Поэтому в специализированных клет- 
ках содержание молекул РНК некоторых видов может быть настолько 
увеличено по сравнению с содержанием других, что их можно выделить 
почти в чистом виде. Очищенная РНК могла бы найти разнообразное при- 
менение, и в том числе как средство для обнаружения соответствующей 
ДНК, которая подразумевается нашей теорией переноса информации. 

Пока нет успехов в этом направлении, неоправдана и надежда на специ- 
фический мутатенез. 

Для методологии генетики микробов решающее значение имеют адап- 
тивные мутации, типичным примером которых является резистентность 
к лекарствам. Обнаружив, что адаптация связана с мутированием генов. 
[781], мы можем использовать эти системы для обнаружения специфических 
тенотипов в очень больших испытуемых популяциях. Интересующие нас 
тенотипы могут возникать, как в предыдущих примерах, р: результате 
мутирования. Эти методы используются теперь в наиболее пространных 
исследованиях физиологии мутирования для точного анализа. Например, 
чтобы определить количество мутантов данного типа, достаточно поместить 
большое число бактерий на селективную среду и подсчитать выжившие 
колонии, которые остаются после инкубации. Таким способом можно 


обнаруживать столь редко возникающие мутации как одна на 10° делений. 
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ У БАКТЕРИЙ 


Селективное выделение определенных генотипов является также наиболее 
эффективным методом обнаружения генетической рекомбинации. Напри- 
мер, существование полового механизма у Езспечстла сой было впервые 
открыто, когда в смешанной культуре двух ауксотрофных (зависящих от 
питания) мутантов возникли прототрофные (обеспечивающие себя пита- 
нием) рекомбинанты [35, 57, 84]. Вначале появлялся лишь один рекомби- 
нант на миллион родительских бактерий, и селективный метод был совер- 
шенно необходим. Впоследствии были открыты более плодовитые штам- 
мы, которые оказались крайне полезными для дальнейшего анализа [45, 
51]. Этот анализ показал, что обычные многоядерные вегетативные бакте- 
рии соединяются посредством конъюгационной перемычки, через которую 
часть генома или весь геном мужской клетки переносится в женскую [43]. 
После этого гаметные клетки отделяются друг от друга. Участвовавшие 
в конъюгации мужские клетки выживают, так как у них еще остались яд- 
ра, и образуют неизмененный клон. `Участвовавшие в конъюгации женские 
клетки дают начало смешанному клону, содержащему рекомбинантов 
М, 461. Вольман, Какоб и Хейс [88] недавно показали, что отцовская 
хромосома переходит во время оплодотворения упорядоченно и гены пере- 
носятся друг за другом. Если оплодотворение преждевременно прерывает- 
ся, то хромосома может оказаться разорванной так, что у рекомбинантов 
появляются лишь передние маркеры. Все генетические маркеры распола- 
таются в одной группе сцепления. Порядок маркеров можно установить, 
либо определяя момент их прохождения при оплодотворении, либо по 
частоте их совместного появления у рекомбинантов. Наконец, переносу 
генетических маркеров соответствует и перенос ДНК. На это указывает 
летальное действие радиоактивного распада. Рз2, включенного в ДНК [27]. 

Половая рекомбинация является одним из методов исследования связи 
тен — фермент. Проведенные исследования пока отрывочны, но они под- 
тверждают представление, что ген является четками из нуклеотидов, кото- 
рые должны функционировать как единое целое, чтобы образовать актив- 
ный фермент [4, 45, 33, 67, 90]. Однако блокирование обменных процессов 
может быть результатом дефекта во вспомогательном регуляторном меха- 
низме, а не нарушения самой способности образовывать фермент. Напри- 
мер, многие «лактозоотрицательные» мутанты обладают измененной систе- 
мой индукции фермента или дефектной пермеазной системой переноса 
субстрата [55, 65]. Сейчас несколько лабораторий работают над сопоста- 
влением последовательности генетических дефектов с последовательностью 
соответствующих изменений в образовании фермента. Это может оказаться 
лучшим способом разрешения проблемы кода, пока у нас нет возможности 
сравнить чистую ДНК с белковым фенотипом. 

Первое время опыты по рекомбинации ограничивались единственным 
штаммом Е. сой, К42. По многим причинам это был благодарный объект. 
Возможно, основным его преимуществом является то, что накоплена кол- 
лекция из многих тысяч субштаммов, несущих различные маркеры, что 
необходимо для постановки генетических опытов. Однако штамм К12 
мало пригоден для серологических исследований, так как он утратил 
характерные поверхностные антигены, являющиеся основой для сероло- 
гического типирования. Как бы то ни было, очень важно знать структуру 
скрещиваемости энтеробактерий. Поэтому было проведено систематическое 
исследование способности рекомбинации различных штаммов бактерий. 
В качестве удобного тестера в основном использовали штамм К12 [39, 93 }.. 
Около четверти серотипических штаммов Е. сой оплодотворяются штам- 
мом КА? и, по крайней мере в некоторых случаях, могут оплодотворять. 
и друг друга. Полностью ли стерильны остальные три четверти штаммов 
или они включают другие, близкие группы скрещиваемости (т. е. различ- 
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ные генетические виды), систематически не проверено, частично из-за того, 
что предварительно нужно провести работу по выявлению подходящих 
штаммов. 

Е. сой К42 оплодотворяет также многие штаммы б/ивеИа [591. Нако- 
нец, хотя безуспешно пытались скрестить Ё. сой с многими типами 5ато- 
пеЙа и разные ба/топеЦа друг с другом, Барон показал возможность скре- 
шивания Ё. сой с единственным штаммом байтопеЙа урититит, [3]. 
Это может иметь особенное значение как средство получения гибридов, 
которые можно использовать, чтобы связать исследования сексуальности 
у Е. сой и трансдукции у ба/топейа. 


ГЕНЫ И ВИРУСЫ 


Бактерии дают уникальную возможность изучать генетические взаимо- 
отношения вирусов с их клеткой-хозяином. Не сразу стало известно еще 
одно замечательное свойство штамма К12. Эти бактерии содержат умерен- 
ный бактериофаг /^, который очень удобен для генетического изучения. 
В соответствии с предсказаниями Бернета мы ожидали, что провирус А 
должен вести себя как генетическая единица. Однако результат первых 
же скрещиваний, проведенных доктором Эстер Ледерберг, оказался крайне 
удивительным: профаг сегрегировал как обычный хромосомный маркер 
[341]. На это совершенно недвусмысленно указывало расщепление лизо- 
генности и чувствительности в устойчиво гетерозиготных клетках. В этих 
опытах обошлись без оспаривавшегося в то время полового процесса. 
Жизнеспособность таких гетерозиготных клеток подтверждает гипотезу, 
по которой лизогенность обусловлена, в частности, развитием цитоплазма- 
тического иммунитета к цитопатическому действию инфицирующего виру- 
са в результате включения профага в бактериальную хромосому. Такой 
вывод вытекает также из зиготной индукции [26], когда оплодотворение 
чувствительной клетки хромосомой, несущей профаг, может вызывать 
размножение и созревание фага и лизис комплекса и, наоборот, внесение 
чувствительной хромосомы в лизогенную бактерию не приводит к такой 
индукции. О том, как профаг связан с хромосомой, известно так же мало, 
как и о высшей организации ДНК вообще, но большинство данных говорит 
в пользу скорее прикрепления профага сбоку, чем встраивания его внутрь 
хромосомы. Выделение интактной хромосомы бактерии могло бы решить 
этот вопрос, но до сих пор пока это не сделано. 

Другая инфекционная частица, вылетевшая из нашего ящика Пан- 
доры, определяет саму способность Е. сой функционировать в качестве 
мужского партнера в процессе оплодотворения [51]. Из-за скудости вооб- 
ражения мы назвали эту частицу «Е». В настоящее время известны два. 
рода мужских штаммов, различающихся тем, что у одних частица Е лока- 
лизована в цитоплазме, а у других— на хромосоме. Штаммы Е*, как и исход- 
ный штамм К42, высоко инфекционны по ЁЕ, и если их внести в популяцию 
женских штаммов Е`, то они быстро превращают женские клет 
ские. С другой стороны, у мужских клеток типа Н}" локализация фактора 
Е на хромосоме зависит от случайных перемещений частицы Е+. Различ- 
ное расположение частицы Ё у двух типов штаммов первонача льно было 
установлено по поведению этой частицы при скрещиваниях. Кроме того 
Хирота и Ииджима [24] обнаружили, что частица Е может быть э - 
нирована из штаммов Е” при их обработке акридиновыми мак Об 
Клоны Н/" не чувствительны к акридин-оранжу, но когда они кре ями. 
в состояние Е', как это иногда бывает, частица Е опять Ура орк 
ствительной к красителю. Эта чувствительность внехромосомного эле 
Е соответствует некоторым другим случаям исчезновения пласе фактора 
Возможно, самым замечательным примером такого ти тид [40]. 
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неизвестен реагент, который инактивировал бы Е или профаг в состоя- 
пии, связанном с хромосомой. 


Вирус Х и плазмаген ЕР имеют много сходных свойств [28, 48]. Основ- 
ные же различия между ними следующие. 

1. Цитопатогенность. Бактерия не может долго жить, если /^, находится 
в цитоплазматическом состоянии. Вегетативный \, должен либо быстро 
перейти в состояние, связанное с хромосомой, либо быстро размножиться 
и лизировать бактерию. В случае Е цитопатогенного действия не из- 
вестно. 

2. Созревание. Вегетативный /, образует белковую оболочку и созрева- 
тв инфекционную фаговую частицу. Е известен лишь как внутриклеточ- 
НЫЙ ино элемент. Однако можно провести аналогию между 0бо- 
лочкой клетки Е и оболочкой фага. 

3. Перенос. А, инфекционен, т. е. образует свободную частицу, которая 
может проникать в чувствительные клетки. Е передается лишь при конъю- 
гации клеток. 

4. Прикрепление. У 7, есть определенное место прикрепления на хро- 
мосоме бактерии. Е удается обнаружить в самых разных местах хромосомы. 
Однако это различие может быть кажущимся. В особых случаях у Е ока- 
зываются предночтительные места прикрепления [77], и, в общем, пере- 
мещение Е в другое место хромосомы легче обнаружить, чем перемещение ^. 

5. Индукция. Облучение лизогенных бактерий малыми дозами ультра- 
фиолета приводит к тому, что профаг начинает литический цикл, появляясь 
сначала в вегетативном состоянии, а потом и в виде зрелого фага [62]. 
У бактерий Н}" нет аналогичной реакции. Однако кинетика реверсии 
Нр-— Е* изучена еще недостаточно хорошо. 

Еще одним примером генетической функции бактериофагов служит 
трансдукция, при которой гены переносятся от клетки к клетке при посред- 
ничестве фаговых частиц [42, 91]. На основании наших первых исследо- 
ваний мы сделали вывод, что бактериальные гены просто случайно захва- 
тываются нормальными фаговыми частицами [66, 83, 92]. Однако даль- 
нейтее изучение показало, что, по-видимому, правильнее считать, что 
трансдуцирующая частица обладает нормальной фаговой оболочкой, но 
содержит неполную нуклеиновую кислоту фага. Это указывает на то, что 
тен может быть трансдуцирован, если рядом с ним оказывается профаг 
[2, 9, 601. 

При изучении трансдукции особое внимание обращает на себя явление 
специфического спаривания гомологичных сегментов хромосом. Как бы ни 
включался трансдуцированный ген в теном бактерии, на некоторой стадии 

он должен заменить томологичный ген в реципиентной хромосоме. При 
трансдукции, как и при половой рекомбинации, новая информация не про- 
сто добавляется к старой, но и заменяет ее. Этот процесс должен включать 
выстраивание друг против друга двух гомологичных участков перед тем, 
как будет решено, какой из них сохранится. Конъюгация в этом случае 
еще более удивительна, чем аналогичный процесс между хромосомами, 
в которых ДНК находится в виде устойчивой двойной спирали. Эта спи- 
раль затем еще больше спирализуется за счет перекручивания. Спа- 
ривание при конъюгации происходит, вероятно, в результате взаимодей- 
ствия продуктов генов, а не ДНК. 

Наконец, споры возникают и вокруг вопроса 0б интеграции трансду- 
цированного фрагмента [44]. Существуют две конкурирующие гипотезы. 
Согласно одной из них происходит физическое включение фрагмента 
в реципиентную хромосому, согласно другой — его информация исполь- 
зуется при репликации новой ДНК. Тот же самый спор бушует и вокруг 
моделей перекреста при мейозе у высших форм. Для его разрешения необ- 
ходимо знание основ структуры хромосом. 








РАЗЛИЧИЯ МЕЖДУ ВИРУСОМ И ГЕНОМ 


Сходство основных свойств гена и вируса делает еще более загадочными 
различия между ними. В соответствии с основными положениями нуклеи- 
новой доктрины ДНК не играет никакой активной роли в своей реплика- 
ции и является лишь матрицей. Следовательно, различные нуклеотидные 
последовательности должны были бы обладать одинаковой способностью 
к репликации. Но что же тогда отличает вирусную ДНК, которая осущест- 
вляет свою репликацию за счет всего обмена клетки? В случае четных 
Т-фагов это частично объясняется наличием необычного глюкозилированно- 
го оксиметилцитозина [12]. Однако у других вирусов, например у А, необыч- 
ных оснований не обнаружено. Более того, в состоянии профага они 
реплицируются координированно с ДНК бактерии. Содержат ли вирусы 
уникальный химический или физический структурный элемент, который 
до сих пор не обнаружен? Или они синтезируют преимущественно свои 
собственные вещества потому, что кодируют осуществляющие эти реакции 
ферменты? 


ПРОИСХОЖДЕНИЕ ЖИЗНИ 


Как уже говорилось, взаимозависимость ДНК, РНК и белков яв- 
ляется основой всей современной жизни. Вирусы, как инфекцион- 
ные частицы, более просты, но зато они должны паразитировать на ме- 
ханизмах обмена клетки-хозяина. Какой минимум требовался от перво- 
бытного организма, который послужил исходной формой для продолжаю- 
щейся и сейчас репликации ДНК? Если исходить из известного сейчас 
или предполагаемого механизма, то необходимы по крайней мере: 

1) ДНК; 

2) избыток четырех дезоксириботидпирофосфатов; 

3) одна молекула белка, ДНК-полимеразы; 

4) риботидфосфаты в качестве предшественников РНК; 

5) одна молекула белка, РНК-полимеразы; 

6) запас 20 аминоацилнуклеотидов 

а) если таковых нет, то нужен каждый из 20 ферментов, которые ката- 
лизируют конденсацию аминокислот и соответствующих фрагментов РНК, 
образуя эти соединения; 

7) одна молекула белка, аминоацил-РНК-полимеразы. 

В принципе, этот достаточно длинный список можно уменьшить до 
одного полинуклеотида, полимеризуемого одним ферментом. Однако лю- 
бая схема ферментативного синтеза нуклеиновой кислоты предусматрива- 
ет, что для определенных нуклеиновых кислот нужны определенные белки. 
Слишком уж маловероятно, чтобы, как это предполагают многие авторы, 
случайно появилась изолированная ДНК. Это настолько невероятно, что 
нужно искать другое решение проблемы происхождения жизни. Есть два 
типа таких решений. Первобытный организм мог бы содержать нуклеино- 
вый цикл, но репликация нуклеиновой кислоты, хотя бы неполная, проис- 
ходила без участия белка. Это означает, что в процессе эволюции отдельно 
появились фермент полимераза и перенос информации от нуклеиновой 
кислоты к белку. Могло быть, наоборот, что ДНК в процессе эволюции 
образовалась из более простого полимера, возникшего в результате спон- 
танной конденсации. Исключительное совершенство структуры ДНК дела- 
ет второе предположение вполне правдоподобным. 

Нуклеопротеиновый цикл является вершиной биохимической эволю- 
ции, Наего древность указывает хотя бы то, что он имеет место У всех жи- 
вых существ. Так как нуклеопротеин существует уже около 10° лет, то, 
может быть, он является самым древним геохимическим признаком нашей 
планеты. 
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В настоящее время неизвестны другие самореплицирующиеся полиме- 
ры, и даже непонятно, какие полимеры могли бы самореплицироваться. 
Тем не менее, нуклеиновые кислоты показывают, каким основным услови- 
ям должен удовлетворять такой полимер. Он должен иметь жесткую перио- 
дическую структуру, в которую простым образом включаются звенья двух 
или более альтернативных типов. Он должен допускать обратимую сорб- 
цию специфических мономеров на единицах своей цепи. Затем соседствую- 
щие сорбированные мономеры должны конденсироваться, образуя поли- 
мер-реплику, который может отделяться от матрицы. В общем, конденса- 
ция может быть и спонтанной, но копия обязательно должна быть надеж- 
ной. В ДНК сорбция зависит от водородных связей с молекулами основа- 
ний, прикрепленными к жесткому скелету спирали. Эту высокоспецифич- 
ную и вместе с тем тонкую конструкцию трудно было бы имитировать. 
Хотелось бы найти какой-нибудь более грубый механизм комплементарно- 
го взаимодействия, который мог действовать на более примитивных стадиях 
биологической эволюции и способствовал бы лучшему пониманию нами 
результатов опытов. Наиболее простым из таких механизмов является, 
возможно, притяжение между противоположно заряженными ионными 
группами, например, МН} и С0О-, которые часто встречаются в простых 
органических соединениях. Если изобретательность и мастерство, столь 
успешно продвинувшие вперед приготовление органических полимеров 
для практических нужд человечества, сконцентрировались бы на проблеме 
построения самореплицируемых полимеров такого типа, то, я думаю, для 
построения искусственных молекул, обладающих неотъемлемой функцией 
примитивной жизни, хватило бы и того, что известно органической химии 
уже сейчас. 


ВЫВОДЫ 


Экспериментальный контроль над генотипом клетки входит в сферу тене- 
тической науки. Однако нуклеиновые гены не так-то просто поддадутся 
экспериментальному воздействию, разве что только при воздействии реа- 
тентом, имитирующим их периодическую структуру. Специфически инду- 
цируемые мутации, если даже они и будут осуществлены, будут включать 
процесс генетической рекомбинации между ДНК-мишенью и контроли- 
руемой информацией, содержащейся в реагенте. По-видимому, в ближай- 
шем будущем будут разработаны методы для постадийного анализа и обрат- 
ной сборки нуклеиновых кислот, если удастся получать достаточно гомо- 
генные препараты нуклеиновых кислот. В самом ближайшем будущем 
наибольшие успехи, вероятно, будут достигнуты в результате использова- 
ния биологических реагентов, обеспечивающих селективность, необходи- 
мую для выделения одного полинуклеотида из бесчисленных их классов. 
Однако необходимо еще синтетическим путем получить модельные поли- 
меры, которые по свойствам не уступали бы генетическим системам. 
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Приложение [Х 


РОЛЬ РНК В СИНТЕЗЕ БЕЛКОВ 
Дж. Д. УОТСОН 


Нобелевская лекция, 1962 г. 


ПРОЛОГ 


п ВА осенью 1951 г. Хотя до этого я увлекался главным 
3 › “‘уриа устроил меня на работу к Джону Кендрью. 
Это было время, когда, разочаровавшись в исследованиях, касающихся 
фагов, я захотел побольше Узнать о подлинных структурах молекул, 
о которых генетики говорили с такой страстностью. В то же время Джон 
нуждался в сотруднике и надеялся, что я помогу ему в рентгеноструктур- 
ном исследовании миоглобина. Так я стал сотрудником Колледжа Клер, 
а Джон — моим руководителем. 

Однако почти немедленно после того, как я попал в Кевендишскую 
лабораторию, я понял, что никогда не смогу стать хорошим помощником 
Джону. Ведь тогда уже начались наши беседы с Френсисом Криком. Воз- 
можно, что и без Френсиса миоглобин мне бы быстро наскучил. Но после 
разговоров с Френсисом моя судьба была решена. Мы быстро поняли, что 
в биологии мы намереваемся идти одинаковым путем. Центральной проб- 
лемой биологии был ген и контролируемый им метаболизм клетки. Глав- 
ной задачей было понять репликацию гена и путь, которым гены контро- 
лируют синтез белков. Было очевидно, что приступить к решению этих 
проблем можно лишь после того, как станет ясной структура гена. А это 
означало выяснение структуры ДНК. В то время эта цель казалась гене- 
тикам недостижимой. А мы, сидя в нашей темной, холодной Кевендиш- 
ской лаборатории, думали, что эту работу можно сделать, причем за не- 
сколько месяцев. Наш оптимизм отчасти был основан на успехе Лайнуса 
Полинга, пришедшего к выводу о существовании а-спирали [1], исходя, 
главным образом, из законов теоретической химии, так убедительно изло- 
женных в его классической «Природе химической связи». Мы знали также, 
что Морис Уилкинс располагал кристаллоподобными рентгенограммами 
ДНК. Следовательно ДНК должна иметь упорядоченную структуру; та- 
оставалось кому-то получить ответ. 

В течение последующих 48 месяцев, до тех пор, пока не прояснилась дву- 

спиральная структура ДНК, мы часто обсуждали неизбежность того, что 

бностью саморепликации. 

правильная структура должна обладать ©посо а 

Находясь в пессимистическом настроении, мы ирото ть г ис ве 
жется ли истинная структура «неинтересной», не будет ли 


ллагена. 
инертным, вроде ко пирали [2] принесло нам не только радость, 


войной © 
Поэтому открытие д о интересно и сразу позволило нам 


. Это было невероятн 
ее, предположение о механизме дупликации генов [3]. Кроме 


НК предусматривала участие вполне 

ТОГО НнАЩАиОЕВМ Пт о Ранее некоторые физики-теоретики, 
ПЕНЬ Паскаль Иордан [4], предполагали, что многие биоло- 
бенно репликации генов) могут базироваться на еще 

гические явления (060 ольнего действия», возникающих вследствие резо- 
ан анических взаимодействий. Полингу [5] очень не 
нансных квантовоме и он твердо настаивал на том, что уже 


положение, 
р о ближенего действия» между комплементарными поверх- 
нанные 


ностями могут быть основой биологической репликации. 


ким образом, 
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Установление структуры ДНК подтвердило наше мнение о ей 
ности аргументов Полинга о том, что силы «дальнего действия», или любые 
другие мистические силы подобного рода, могут и не участвовать в синтезе 
белка. Однако одно выяснение структуры ДНК не давало в то время ника- 
кого представления о процессе репликации белков. Тем не менее, это нас 
не тревожило, так как предполагалось, что в синтезе белка участвует не 
ДНК, а РНК. 


ВВЕДЕНИЕ 


Идея о том, что РНК участвует в синтезе белка, восходит к выполненным 
20 лет назад работам Браше и Касперсона [5] — пионеров в этой области. 
Они показали, что клетки, активно синтезирующие белок, богаты РНК. 
Позднее, когда стали доступны радиоактивные аминокислоты, это предпо- 
ложение было подкреплено сведениями о том, что местом синтеза белка 
в клетке служат микросомы [7], в значительной степени состоящие из сфе- 
рических частиц, богатых РНК. Позднейшие эксперименты показали [8], 
что именно эти рибонуклеопротеидные частицы (теперь для удобства назы- 
ваемые рибосомами), а не липопротеидные мембраны, к которым они обыч- 
но присоединены, и являются тем местом, где образуются полипептидные 
связи. Большинство рибосом находится в цитоплазме; соответственно, 
большинство белков синтезируется без прямого вмешательства ДНК, 

локализованной в ядрах. Таким образом, появилась возможность того, 

что заложенная в ДНК генетическая специфичность вначале переносится 

на РНК-посредники, которые затем служат матрицами, контролирующими 

сборку аминокислот в белки. 

Когда в 1953 г. стала известна структура ДНК, мы смогли сформули- 
ровать эту гипотезу более точно. Тогда мы представляли себе, что гене- 
тическая специфичность ДНК определяется последовательностью компле- 
ментарных оснований двух ее перекрученных цепей. Одна из этих ком- 
плементарных цепей (или они обе) служит матрицей для специ- 
фических молекул РНК, генетическая информация которой опять-таки 
заключается в специфической последовательности оснований. Этим моле- 
кулам РНК должна быть тогда присуща трехмерная конфигурация с но- 


верхностями, комплементарными боковым группам 20 различных амино- 
кислот. 


РЕНТГЕНОСТРУКТУРНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ РНК 
И РНК-СОДЕРЖАЩИХ ВИРУСОВ 


Прямой путь проверки этой гипотезы — установление структуры РНК. 
Уже в 1952 г. я сделал несколько предварительных рентгенограмм РНК 
Однако они были очень расплывчатыми, и это продолжалось еек | 
пока я не вернулся в США осенью 1953 г., чтобы начать серьезное аа 
ноструктурное исследование РНК. Находясь в Калифорнийском техноло- 
гическом институте, мы вместе с Александром Ричем получили образцы 
РНК из различных организмов. Сначала нас [9] очень обнадежило то Ц. 
все образцы РНК, независимо от их происхождения, давали сходные } что 
фракционные картины. Таким образом, существовала единая ет диф- 
РНК. Это позволяло нам надеяться на то, что когда структура РНЕ Я. 
нится, она может оказаться интересной. Уже первые наши фотоя а 
показали систематическое отсутствие меридианальных если а 
позволяло предположить спиральную структуру. Но н тран о 
шие усилия, направленные на то, чтобы получить нативные, не ке: оль- 
ные высокомолекулярные образцы РНК, удовлетворительные | рушен- 
граммы получены не были. Рефлексы всегда были расплывчаты рентгено- 
обнаружено каких-либо доказательств существования т 
ой 
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структуры. Хотя и имел 
ы с р орт иореной сходство с рентгенограммами ДНК, 
ство вытекает из подобной спи Е ны ООО ДУ ОА: 
решенной проблема, состоит ее м в конфигурации. Оставалась НОА 
ких нитей. ли молекула РНК из одной или из несколь- 

е ь 

Инт" возможность того, что РНК может иметь регу- 
СО НИнаОтЕ СЕ о в комбинации с белком. В то время (1955 г.) 
г Ре иен НК нь надежных данных о существовании сво- 
д . Считалось, что любая РНК либо существует как 
компонент вируса, либо комбинируется с белком в рибонуклеопротеидные 
частицы. Таким образом, казалось логичным сосредоточить внимание 
на изучении рибонуклеопротеидных частиц (рибосом), так как на их поверх- 
ностях синтезировались белки. Мы надеялись, что установление их струк- 
туры открыло бы долгожданные впадины, специфичные для аминокислот. 
В те времена мы были поражены морфологическим сходством рибосом 
с мелкими РНК-содержащими вирусами типа вируса желтой мозаики репы 
или полиомиелита. К тому времени (1955—1956) я вернулся в Кембридж, 
чтобы вместе с Криком закончить формулирование некоторых общих прин- 
ципов структуры вирусов [10]. Ната основная идея заключалась в том, 
что ограниченное содержание нуклеиновой кислоты в вирусах строго лими- 
тирует число аминокислот, которое они могут кодировать. Отсюда вывод — 
белковая оболочка вируса не может быть построена из очень большого 
числа различных белковых молекул. Напротив, она должна быть построе- 
на из ряда идентичных, мелких, регулярно расположенных субъединиц. 
Эти идеи уже подтвердились на примере палочкообразного вируса табач- 
ной мозаики и мы были очень довольны, когда Д. Каспар [11], работаз- 
ший тогда с нами в Кевендишской лаборатории, получил несколько пре- 
красных рентгенограмм кристаллов вируса карликовой  кустистости 
и таким образом распространил экспериментальное подтвержление этих 


идей на сферические вирусы. 


ИЗУЧЕНИЕ СТРУКТУРЫ РИБОСОМ 


елано почти ничего по исследованию структуры 
были охарактеризованы по константам седимента- 
в [12] порядка 703—803, тогда как у бактерий 
М3] они меньше и двух размеров (305 и 505). Поскольку бактериальные 
рибосомы меньше, они казались более удобным объектом для изучения 


структуры. Итак, когда в 1956 г. Альфред Тиссьер и я при или в Гарвард- 
В, ю, мы начали исследование рибосом под- 


зческую лаборатори 
Мы надеялись, что их структура проявит 


скую Циолохге РР 

о р я 

робно 1\ зученных бактерий . с01. о: 

- ы : ическими РНК-содержащими вирусами. Тогда 
нсы закристаллизовать их и, в конечном счете, 


сходство © мелкими сфер 
КЦИиИ рентгеновых лучей, чтобы выяснить их 


В то время не было сд 
рибосом. В основном они 
ции: у высших организмо 


бы мы имели хоролие ша 
применить методы диффра 
трехмерную структуру: 


Субъединицы рибосом 
ших гарвардоких экспериментов стало очевидно, 


и а босом может быть более сложной, чем рр РНК- 
, ука русов. В зависимости от концентрации дивалентных катио- 
содержащих виру' тах) было обнаружено 4 вида рибосом Е. сой, кото- 
нов (Мо*+ во всех вона Яма седиментации в 303, 503, 7103 и 1003. 
те характеризовал“, 10-°М Ма** выявили 305 и 503-рибосомы. В то 
я в Вашингтоне, в институте р Родтои мы 
ми [14], применив высокую концентрацию 18’ Е. Е ВИ 
седиментирующие рибосомы и предположил, что они наблюдали агрегать 
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2(305) 2(505) == 2(708) = 1(109$) 





085+0/15 180+015 28+02 


РИС. 1Х-1. 


Схематическое изображение субъединиц рибосом Е. сой 
и продуктов их агрегации. 


(Данные о молекулярном весе взяты из работы Тисьера и др. 
[45]). Все частицы состоят из 64% РНК и 36% белка 


более мелких частиц. Вскоре после этого наши опыты [45] позволили 
обнаружить, что при увеличении концентрации Мо*++ одна 303-частица 
и одна 503-частица могут объединиться, образуя 705-рибосому. При еще 
более высоких концентрациях Мо*+ две 705-рибосомы димеризуются, 
образуя 1003-рибосому (рис. 14 и 2). 

Рибосомы любого организма имеют сходное строение из субъединиц. 
Как и в случае рибосом Е. сой, концентрация дивалентных катионов опре- 
деляет, какие существуют рибосомы. Для того чтобы агрегировать в час- 
тицы большего размера, бактериальные рибосомы требуют более высоких 
концентраций Ме*+. При понижении концентрации Ме*+ они гораздо 
быстрее распадаются на 305 и 505-субъединицы. Когда используют рибо- 
сомы млекопитающих, для быстрого распада 803-рибосом (гомологичных 
бактериальным 703-рибосом) на их 403- и 603-субъединицы зачастую удоб- 
но добавить какой-либо хелатный атент [16]. Бактериальные рибосомы 





РИС. 1Х-2. 


Электронная микрофотография негативно контрастиро- 
ванных рибосом Ё. сой (Хаксли и Зьюбе [15]). 

Преобладают частицы 2 видов: (1) 70 3, состоящие из двух 
субъединиц неравного размера, и (2) 1003, состоящие из 2х70 


з-рибосом, соединенных друг с другом через более мелкие 
субъединицы (308) 
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в действительности ненамно- 
то меньше рибосом млекопи- 
тающих. Просто в бактери- 
альных системах легче на- С 


оо 
Мол вес х0 8  085+015 


блюдать более мелкие субъ- 
единицы. 


Рибосомная РНК 


Ужев 1958 г. было несколько 
сообщений [47] о том, что ри- т 
босомная РНК высших орга- —муудееки-в 055-01 
низмов седиментирует как и 
два отдельных компонента 
РИС. 1Х-3. 

(185 и 285). Мы предположи- у 6 РН С б 
ли, что менышая молекула вы вес К, выделенной из рибосом 
вероятнее всего происходит 

> б (Изображение схематично и не представляет собой 
от меньшеи субъединицы ри- истинной конформации рибосомной РНК) 
босом, тотда как быстрее се- 
диментирующая РНК проис- 
ходит от большей субъединицы. Эксперименты Курланда [48] быстро 
подтвердили это предположение. Было найдено, что 303 рибосома Е. сой 
содержит одну цепь РНК (463) с молекулярным весом 5,5 Х 40°. Соот- 
ветственно, большая молекула (233) с молекулярным весом 4,10 х 10° 
была обнаружена в большинстве 50$ рибосом (рис. 3). 


Белки рибосом 


Анализ белкового компонента выявил гораздо более сложную картину. 
В противоположность мелким РНК-содержащим вирусам, белковая обо- 
лочка которых строится из большого числа регулярно расположенных 
идентичных белковых молекул, каждая рибосома, вероятно, содержит 
большое количество различных полипептидных цепей. Сначала, когда Уол- 
лер и Харрис проанализировали рибосомы Е. сой в отношении МН,-кон- 
цевых аминокислот, наши результаты позволили предположить существо- 
вание простого ответа. В значительных количествах присутствовали толь- 
ко аланин и метионин, серина было несколько меньше. Это позволяло 
надеяться на то, что для построения рибосом используется только несколь- 
ко видов белковых молекул. Однако дальнейшие опыты Уоллера 49] 
давали возможность предположить обратное. Когда фракции рибосомного 
белка были проанализированы с помощью электрофореза на крахмальном 
теле, проявилось более 20 отдельных полос. Почти все белки при рН 7 
двигались к аноду, что подтверждает положительный заряд общего рибо- 
сомного белка [20]. Различные контрольные опыты свидетельствуют о том, 
что эти фракции представляют собой отдельные полипептидные цепи, а не 
агрегаты нескольких основных субъединиц. Кроме того, электрофореграм- 
ма белков 303-рибосом коренным образом отличалась от электрофореграм- 
мы белков 503-рибосом. :2 

Все еще нет строгих доказательств того, что каждая 103-рибосома 
содержит все различные белковые компоненты, наиденные в общей! попу- 
ляции. Однако все попытки `Уоллера хроматографически разделить интакт- 
ные рибосомы на фракции, дающие различные электрофоретические кар- 
тины (в крахмальном теле), пока что не увенчались успехом. Молекуляр- 
ный вес всего белкового компонента 703-рибосомы составляет около 9 х 
Хх 10°. Анализ концевых групп позволяет допустить средний молекуляр- 
ный вес рибосомного белка около 30 000; следовательно, для построения 
503-рибосом используется приблизительно 20 полипептидных цепей, а 30:- 
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рибосом — около 10. Возможно, все полипентидные цепи 303-частиц раз- 
личны. Уоллер уже имеет данные о десяти отдельных компонентах в 303- 
рибосомах, а невозможность наблюдать большее число белковых фракций 
в 505-рибосомах, возможно, просто означает, что несколько полипептидных 
цепей имеют одинаковую электрофоретическую подвижность. 

Мы полагаем, что все эти белки играют прежде всего структурную 
роль, т. е. они не являются ферментами, и их главная функция —. удер- 
живать рибосомную РНК и необходимые промежуточные соединения 
в строго определенном расположении при образовании центидной связи. 
Кроме того, с рибосомами тесно связан ряд ферментов, функция которых 
все еще не ясна. Одним из них является бактериальная рисонуклеаза, 
латентная форма которой, как обнаружил Элсон [24], специфически свя- 
зана с 305-рибосомами. Пока рибосомы не разрушены, в них нет рибонукле- 
азной активности. Спар [22] в нашей лаборатории очистил этот фермент, 
показал его специфичность и на основании измерения его удельной актив- 
ности показал, что на двадцать 30 3-частиц приходится меньше одной моле- 
кулы этого фермента. Если бы этот фермент присутствовал в активной 
форме, то он, очевидно, вызвал бы быструю гибель клетки-хозяина. Таким 
образом, понятно его присутствие в латентной форме. Однако вопрос о том, 
почему он связан с рибосомами, все еще остается открытым. 


ПРОМЕЖУТОЧНЫЕ ВЕЩЕСТВА. 
ПРИ СИНТЕЗЕ БЕЛКОВ 


Вначале наши эксперименты почти не были связаны с усилиями биохими- 
ков. В то время объекты наших исследований казались очень различными. 
Энзимологи надеялись найти промежуточные соединения и ферменты, 
нужные для образования пептидной связи. Напротив, те из нас, которые 
имели генетическую ориентацию, хотели увидеть матрицу и открыть, ка- 
ким образом она различает определенную аминокислоту. Однако очень 
скоро эти различные пути сошлись вместе, отчасти благодаря важным 
открытиям о природе промежуточных соединений аминокислот, а отчасти 
благодаря острому уму Крика. 

Биохимический прогресс явился результатом работы, выполненной 
в лаборатории Пола Замечника в Главном Массачусетском госпитале. 
Там была разработана воспроизводимая бесклеточная система [23], содер- 
жащая рибосомы, факторы из центрифугата и АТФ, которая включала 
аминокислоты в белки. Используя эту систему, Хогленд сделал два важ- 
ных открытия. Во-первых, он [24] показал, что аминокислоты сначала 
активируются АТФ, образуя богатые энергией комплексы аминокислота — 
АМФ. Во-вторых, он показал [25], что активированные аминокислоты 
затем переносятся на молекулы РНК с низким молекулярным весом (сей- 
час ее называют растворимой, или транспортной, РНК) опять-таки в акти- 
вированной форме. Эти соединения (аминоацил-тРНК) затем функциони- 
руют как непосредственные промежуточные соединения при образовании 
пептидной связи (рис. 4). 

Еще до открытия Хогленда было очевидно, что аминокислот 
активироваться. Однако второе открытие Хогленда (1956 г.) о 
до сих пор неизвестного вида РНК (тРНК) было неожиданным почти для 
всех. За несколько лет до этого (1954 г.) Лесли Оргел и я тщетно пытались 
построить гипотетические структуры РНК, которые содержали бы н 
ности, по форме комплементарные боковым группам аминокислот. Однако 
эти попытки не увенчались успехом. Скелет РНК невозможно било уло- 
жить так, чтобы возникли эти специфические неровности, и, даже если 
пренебречь скелетом, нам не удалось установить критерия, но которому 
можно было бы найти различия между валином и изолейцин ы 


ом. В это же 
самое время (1955 г.) Крик находился в таком же затруднительном 
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тРИНК + АМФ 


Ной (6) (АА — ТРЫК) р + и Рибосомы 


А, 
ор АА, — АА»----АА +  ГДФ (ГМ?) 
КИ а РИС. 1Х-4. 


т | НУкль. Ферментативные стадии образования пептидной связи. 
ной ет, Стадии (а) и (6) катализируются каждая одним ферментом. Число ферментов, участ- 
акти. вующих на стадии (в), неизвестно 


} 
а о положении и предлагал коренное решение этого парадокса. Он предположил 
прое том [26], что аминокислоты не комбинируются с матрицей. Вместо этого каж- 
к ‘ОМ, дая аминокислота должна комбинироваться со специфической адапторной 
вы молекулой, способной избирательно взаимодействовать с поверхностными 
3% водородными связями, которые обеспечиваются пуриновыми и пиримиди- 
ы | новыми основаниями РНК. Эта схема требует существования по крайней 
че мере 20 различных адапторов, каждый из которых специфичен для данной 
аи аминокислоты. Для роли адапторов очень хорошо подходили специфичес- 
я биохими- кие молекулы РНК. Вскоре после открытия ТРНК Хоглендом многие 
ЗЛИЧНЫМИ, эксперименты, особенно самого Хогленда и Пола Берга [27], позволили 


установить, что молекулы тРНК действительно специфичны для каждой 
данной аминокислоты. Таким образом, следуя направлению рассуждений 
Крика, стало возможным представить дело так, что рибосомная матрица 
для синтеза белка комбинируется не с аминокислотными радикалами, а со 
специфической группой оснований рибонуклеиновой части аминоацил- 


тРНК-предшественника. 


УЧАСТИЕ АКТИВНЫХ РИБОСОМ 
В СИНТЕЗЕ БЕЛКА 





чной системе, разработанной группой исследователей Глав- 
синтез белка шел очень медленно. Только 
используя радиоактивные аминокислоты, эти авторы смогли убедительно 
показать, что аминокислоты включаются в белки. Первоначально этот 
факт казался тривиальным, и имелась большая надежда на то, что, когда 
будут найдены лучшие экспериментальные условия, будет происходить 
более ощутимый синтез белка. Однако, несмотря на оптимистические прог- 
новы нескопьких лабораторий, никаких действительных улучшений 
эффективности бесклеточного синтеза белка не последовало. Некоторые 
опыты (1959 г.) Тисьера и Шлезингера [28] с экстрактами Е. сой хорошо 
иллюстрируют эту ситуацию. Синтез в бесклеточной системе при 30° про- 
должается линейно 5—40 минут и затем постепенно останавливается. 
В течение этого времени количество вновь синтезированного оелка состав- 
ляет 1—3 мкг белка на 14 мг рибосом. Из этого количества одна треть осво- 
бождается из рибосом, остальная остается связанной с ними. 2 
Бесклеточный синтез белка в экстрактах Е. сой требует высокой кон- 
центрации Ме” (=40`2М), которая благоприятствует образованию 703- 
рибосом из их 303- и 503-субъединиц. После включения аминокислот эти 
рибосомы, содержащие зарождающиеся полипептидные цепи, становятся 
более устойчивыми к разрушению на 30$ и 50-рибосомы. Если бескагаточе- 
ные экстракты (после синтеза) недолго диализовать против 104 М Мд**, 
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то освобождается около 80—90% 30$ и 50-рибосом, однако остается 10— 
20% от исходных 705-рибосом, и именно в этих рибосомах локализована 
большая часть возникшего белка. Прежде всего это позволяет предполо- 
жить, что синтез белка происходит на 703-рибосомах, а не на свободных 
308 и 503-рибосомах. Во-вторых, в обычно изучаемом экстракте Ё. сой 
функционирует только малая фракция рибосом. Тисьер и Шлезингер назва- 
ли такие частицы «активными рибосомами» и предположили, что они 
содержат функциональный компонент, отсутствующий в других рибо- 
сомах. 

Каждая активная рибосома синтезирует белок со средним молекуляр- 
ным весом от 15 000 до 50 000. Этот размер укладывается в пределы разме- 
ров природных полипептидных цепей. Таким образом, хотя мы и испыты- 
вали чувство неудовлетворенности слабым общим синтезом, происходило 
все же образование некоторого количества целых белковых молекул. Это 
толкнуло нас на поиски синтеза В-галактозидазы. Однако, несмотря на 
большие усилия, сделать в то время так ничего и не удалось [29]. 

Первые исследования (4959 г.) включения аминокислот в экстрактах 

Е. сой поставили перед нами другой важный вопрос. Добавление малых 
количеств очищенной дезоксирибонуклеазы снижало синтез белка на 20— 
40% по сравнению с необработанными экстрактами [28]. Это было совер- 
шенно неожиданным, так как позволяло допустить, что в этих широко 
изучаемых бактериальных экстрактах функционирует высокополимерная 
ДНК. Однако, поскольку основной синтез белка происходит после разру- 
шения ДНК дезоксирибонуклеазой, сама ДНК не должна прямо участво- 
вать в образовании пептидной связи. Вместо прямого участия ДНК, это 
позволило допустить, что в необработанных ДНКазой экстрактах проис- 
ходит синтез новой матричной РНК на ДНК. Если бы это предположение 
оказалось верным, то возникла бы ранее серьезно не рассматривавшаяся 
биохимиками возможность нестабильности самих РНК-матриц; эта неста- 
бильность РНК является тем фактором, который лимитирует бесклеточный 
синтез белка. 


МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ СТАБИЛЬНОСТЬ РИБОСОМНОЙ РНК 


Во всех наших прежних опытах с рибосомами мы считали рибосомную РНК 
матрицей. Существовали многочисленные данные о том, что рибосомные 
белки синтезируются на рибосомах, а поскольку матрицей должна быть 
РНК, то естественно было допустить, что это — рибосомная РНК. Согласно 
этой гипотезе, рибосомная РНК представляет собой набор молекул с раз- 
личной последовательностью оснований, синтезирующихся на функцио- 
нирующих участках ДНК хромосомы. После синтеза она комбинируется 
с основными рибосомными белками, образуя рибосомы. Таким образом 
мы считали, что морфологическая идентичность рибосом, по-видимому, 
представляет собой следствие того, что набор очень большого числа гене" 
тически различающихся частиц маскируется подобием их белкового компо- 
нента. 

В то время имелись многообещающие данные о том, что молекулы рибо- 
сомной РНК стабильны в растущих бактериях. Еще в 1949 г опыты - Е 
зали, что предшественники РНК, раз включившись в РНК, остаютс иг. 
Тогда не были известны различия между рибосомной и растворимой РНК, 
но более поздние эксперименты группы, изучающей рибосомы в В - 
тонском институте Карнеги и в Гарвардском Университете, ук Ре 
одинаковую стабильность обеих фракций РНК. днако в Е алина 
не проследили судьбу единичных молекул, и оставалась а. Ве 
что какая-то специальная особенность позволяет цепям рибосом и РНЕ 
разрушиться до фрагментов, которые предпочтительно а 
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при создании новых молекул рибосомной РНК. Однако Давери и Мезель- 
сон [30] исключили эту возможность, выращивая рибосомную РНК в тя- 
желой среде (С, №5), после чего следовало несколько ростовых генера- 
ии енЕоисредо (С1?, №"). Затем они разделили легкую и тяжелую 
рибосомные РНК в градиенте плотности формиата цезия и показали, что 
тяжелые молекулы остаются совершенно целыми в течение по крайней 
мере двух генераций. Если допустить, что рибосомы генетически специ- 
фичны, то этот результат позволяет предсказать, что матрицы для белка 
в растущих бактериях должны существовать неограниченно долго. 


ОПЫТЫ, СВИДЕТЕЛЬСТВУЮЩИЕ О НЕСТАБИЛЬНОСТИ МАТРИЦ 





Уже ко времени экспериментов Давери и Мезельсона (1959) главным обра- 
зом в Институте Пастера начали накапливаться данные о том, что некото- 
рые (если не все) бактериальные матрицы нестабильны. Время их жизни 
составляет всего несколько процентов от времени генерации. Ни один из 
этих экспериментов сам по себе не был убедительным. Каждый мог быть 
интерпретирован иначе, с сохранением концепции стабильности матриц. 
Только взятые вместе, они доказывают определенное положение. 

Эти опыты были нескольких типов. В одном из них изучали эффект 
внезапного введения или разрушения специфических молекул ДНК. Вне- 
запное введение достигалось тем, что при конъюгации вводили специфи- 
ческий район хромосомы самца-донора, который отсутствовал у реци- 
пиентных самок. Одновременно измеряли способность мужского гена функ- 
пионировать вженской клетке (образовывать ферментативно-активный бе- 
лок). Рилей, Парди, Жакоб и Моно |31] сделали поразительное открытие, 
заключающееся в том, что В-галактозидаза, генетически определяемая 
специфическим мужским геном, начинает синтезироваться с максимальной 
скоростью через несколько минут после переноса гена. Таким образом, 
устойчивое состояние числа матриц для В-галактозидазы достигается почти 
сразу после переноса гена. Напротив, когда хромосома Е. сой была ина- 
ктивирована распадом атомов Рз?, включенных в ДНК, они через нес- 
колько минут наблюдали остановку образования активного фермента. 
Следовательно, рибосомные матрицы не могут функционировать без сопут- 
ствующего функционирования ДНК. я 

В то же время Франк Гро открыл [32], что рост бактерий на 5-фтор- 
появление ненормальных белков, у которых, наиболее 
вероятно, изменена последовательность аминокислот. 5-фторурацил легко 
включается в бактериальную РНК, и его присутствие в РНК-матрицах 
может резко увеличивать уровень ошибок. Более неожиданным был тот 
факт, что после добавления 5-фторурацила образование всех нормальных 
белков прекращается в течение нескольких минут. Этот факт является 
еще одним свидетельством против существования какой бы то ни было 


стабильной матрицы. 


урациле вызывает 


НЕСТАБИЛЬНЫЕ МОЛЕКУЛЫ РНК В КЛЕТКАХ, 
ИНФИЦИРОВАННЫХ ФАГОМ 


Сначала считалось, что в клетках, зараженных фагом Т2, не происходит 
синтеза РНК. Лишь в 4952 г. Херши [33] наблюдал, что новые молекулы 
РНК в зараженных бактериях синтезируются с высокой скоростью. Одна- 
ко их накопления не происходит, так как одновременно наблюдается их 
быстрое разрушение. Удивительно, что почти все игнорировали это откры- 
тие. Отчасти эта оплошность была допущена вследствие доминировавшего 
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тогда представления о том, что метаболизм клеток, зараженных вирусом, 
может качественно отличаться от метаболизма незараженных клеток. 

Первыми, кто серьезно отнесся к нестабильной РНК, были 

Волкин и Астрахан [34] (1956 г.). Они определили ее состав 
и нашли, что он отличается от состава оснований РНК незараженных 
клеток Е. сой и имеет много общего с составом ДНК инфекционного виру- 
са, что позволило предположить, что эта РНК синтезировалась на Т2-ДНК 
матрицах. Кроме того, что наиболее важно, эта фракция РНК, должно 
быть, является матрицей для синтеза фагоспецифичных белков. Как толь- 
ко мы принимаем, что РНК участвует в синтезе фагоспецифичных белков, 
из этого обязательно следует, что ДНК-подобная РНК Волкина и Астра- 
хана обеспечивает информацию для определения последовательности ами- 
нокислот в фагоспецифичных белках. 

Физические свойства этой РНК не были исследованы вплоть до конца 
лета 1959 г. Тогда Номура, Холл и Спигелман [35] изучили ее взаимоотно- 
шения с уже охарактеризованными растворимой и рибосомной РНК. Они 
сразу же обнаружили, что Т2-РНК совсем не включается в стабильные 
рибосомы. Вместо этого, при низкой концентрации Ма*+ (10—*М) эта РНК 
существует в свободном виде, тогда как, по их мнению, в 10`2М Мэ++ она 
становится частью 303-рибосомоподобных частиц. В то же самое время 
Ризеброу в нашей лаборатории начал изучение Т2-РНК, также исполь- 
зуя центрифугирование в градиенте сахарозы, и также нашел, что Т2-РНК 
не является типичной рибосомной РНК. Кроме того, он первый отметил 
(ранней весной 1960 г.), что в 10-2М Ме++ большинство Т2-РНК седимен- 
тирует не с 303-частицами, а с большими 703- и 1003-рибосомами. 

Его результаты естественно привели к гипотезе о том, что синтез фаго- 

специфичного белка происходит на генетически неспецифичных рибосомах, 
с которыми связываются метаболически нестабильные молекулы матрич- 
ной РНК. Под влиянием вышеупомянутых метаболических и генетических 
экспериментов в Пастеровском Институте Бреннер и Жакоб убедились, что 
пришло время для демонстрации метаболически нестабильных РНК-мат- 
риц, которые Жакоб и Моно назвали теззепоег-РНК [36]. В июле 1960 г. 
они переохали в Пасадену для выполнения решающего эксперимента 
в лаборатории Мезельсона. Они доказали, что вся Т2-мРНК должна свя- 
зываться со старыми рибосомами, синтезированными пере \ заражением. 
Они это изящно показали [37], заражая в легкой (С:2, №13) среде меченные 
тяжелыми изотопами (С1°, №15) бактерии Е. сой. Последующее центрифу- 
гирование в градиенте плотности СзС1 выявило, что большинство Т2-мРНК 
действительно связывается со «старыми» рибосомами, а также, что весь 
связанный с рибосомами зарождающийся белок оказывается меченным во 
время кратковременной экспозиции с радиоактивными аминокислотами. 


ДЕМОНСТРАЦИЯ МОЛЕКУЛ МЕЗЗЕМСЕВ-РНК 
В НЕЗАРАЖЕННЫХ БАКТЕРИЯХ 


Равным образом мы были убеждены в том, что мРЧК можно найти и в 
незараженных бактериях. Доказательство ее существования представляло 
тогда сложную задачу из-за одновременного синтеза рибосомной и этно. 
римой РНК. Как раз в то время (май 1960 г.) Франк Гро Обе 

лабораторию. Вместе с Курландом и Джильбертом мы вс нашу 
меченые молекулы мРНК в клетках, подвергнутых кратковременной искать 
зиции ее радиоактивными предшественниками. Опыты с лена эксно- 
женными фагом Т2, позволяли предположить, что Т2-мРН ми, зара- 
2—4% от суммарной РНК и что большинство ее молекул су составляет 
нее нескольких минут. Если сходное положение ОВ ме- 
женных клеток, тогда в течение любого короткого интерва мые 
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часть синтезированной РНК была бы шеззепоег-РНК. При этом не было 


Е 
бы никакого значительного ее накопления, поскольку она разрушалась 
бы почти так же быстро, каки образовывалась. 


И снова гипотеза об мРНК подтвердилась [38]. Импульсно меченная 
РНКв 10 * М Мр*+ была связана главным образом с 703- и 4003-рибосо- 
мами. При низкой концентрации Мо++ (10 М) она освобождалась от рибо- 
сом и седиментировала со средней константой седиментации 143. В соответ- 
ствии с предположением о том, что эта РНК образуется на большом числе 
участков бактериальной хромосомы, анализ соотношения оснований обна- 
ружил молекулы ДНК-подобной РНК. Вскоре после этого Холл и Спигел- 
ман создали искусственные гибридные молекулы «Т2-ДНК: Т2-мРНК», 
а затем гибридные молекулы «Е. сой-ДНК: Е. со — импульсно меченная 
РНЁ» были получены в нескольких лабораториях [40]. Таким образом, 
без сомнения, было доказано происхождение мРНК от ДНК-матриц. 


РОЛЬ МЕЗЗЕМСЕВ-РНК 
В БЕСКЛЕТОЧНОМ СИНТЕЗЕ БЕЛКОВ 


После этого можно было предположительно судить, почему дезоксирибо- 
нуклеаза частично подавляет включение аминокислот в экстрактах Ё. сой. 
Гипотеза о мРНК подсказала идею о том, что ДНК в таких экстрактах 
является матрицей для построения мРНК. Эта вновь синтезированная 
мРНК затем связывается с рибосомами, где она служит дополнительной 
матрицей для синтеза белка. Поскольку дезоксирибонуклеаза разрушает 
только способность продуцировать мРНК, она не влияет на мРНК, уже 
существующую во время приготовления экстракта. Следовательно, неза- 
висимо от применяемой концентрации дезоксирибонуклеазы, всегда будет 
происходить остаточный синтез белка. Эксперименты Тисьера и Гопкинса 
[44] в нашей лаборатории и Берга, Чемберлена и Вуда [42] в Стенфорде 
подтвердили эти идеи. Во-первых, было показано, что добавление ДНК 
к экстрактам, предварительно лишенным ее, значительно повышает интен- 
сивность включения аминокислот. Во-вторых, одновременно с синтезом 
белка ш УЙто происходит и синтез РНК. Эта РНК имеет ДНК-подобный 
состав, связана с рибосомами в 10`? М М2*+ и физически сходна с мРНК, 
синтезированной ш У1у0. 

Кроме того, Тисьер показал, что добавление фракций, обогащенных 
РНК, в 2—5 раз стимулирует синтез белка ш уЙто. Поразительные 
результаты поступили от Ниренберга и Маттеи [48]. Они привели доказа- 
тельство того, что разрушение мРНК может быть основной причиной, 
которая останавливает синтез белка ш УЙто. Если это так, то преинкуби- 
рованные экстракты, дефицитные по природной мРНК, должны в большей 
степени реагировать на добавление свежей матрицы. Таким путем эти 
авторы смогли продемонстрировать 20-кратное увеличение синтеза белка 
после добавления очищенной фенольным методом РНК Е. сой. Подобно 
активной фракции Тисьера, их стимулирующая фракция РНК седименти- 
ровала гетерогенно. Это доказывает, что обнаруженный эффект не связан 
с рибосомной или растворимой РНК. Более убедительное подтверждение 
появилось тогда, когда к преинкубированным экстрактам Е. сой добавили 
РНК вируса табачной мозаики. Снова имело место 10—20-кратное стиму- 
лирование включения аминокислот. Здесь уже не могло быть никакой 
путаницы с матричным влиянием рибосомной РНК. Еще более порази- 
тельным [44] был эффект добавления полиуридиловой кислоты (однонит- 
чатой, подобно РНК вируса табачной мозаики). Она специфически направ- 
ляла включение фенилаланина в полифенилаланин. После этого экспери- 
мента (июнь 1961 г.) концепция мРНК стала фактом. Итак, существовало 
прямое доказательство того, что однонитчатая мРНК является матрицей 
для построения белка. 
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рый центрифугировал экстракты клеток, зараженных фагом Т2 через к 
градиент сахарозы. Было найдено, что рибосомы, содержащие меченую рые 
мРНК, двигаются быстрее обычных. Аналогично этому Джилберт [46] = : 
показал, что эти быстрее седиментирующие рибосомы «активны», т. е. спо- ср 
собны включать аминокислоты в белки. Свежие бесклеточные экстракты мах 
центрифугировали через градиент сахарозы. Фракции, расположившиеся НИХ 
вдоль градиента, были собраны и проверены на способность синтезировать стан 
белок. Было найдено полное соответствие между «активностью» рибосом рова 
и присутствием в них мРНК. Кроме того, если экстракты центрифугиро- 703-р 
вать после включения аминокислот, то зародившиеся цепи белков также щиес 
оседают вместе с небольшой фракцией быстро седиментирующих рибосом кото] 
[45]. Эти рибосомы еще содержат мРНК. Если молекулы мРНЁ разру- легк! 
шить рибонуклеазой (при слабых дозах РНК-азы рибосомы остаются 303- 
неповрежденными), то зародившийся, связанный с рибосомами белок седи- По-в: 
ментирует вместе с 703-рибосомами. Таким образом, зародившийся белок кула 
не связан с МРНК, а должен быть прямо закреплен на рибосомах. кажд 
Длит 
СВЯЗЫВАНИЕ тРНК С РИБОСОМАМИ Ре . 
Эксперименты Швита [47] и Динцеса [48] показали, что рост белков проис- к 


ходит благодаря ступенчатому добавлению индивидуальных аминокислот, тРНИК 
начинаясь с МН»-терминального конца. Поскольку непосредственными 





предшественниками являются молекулы аминоацил — тРНК, результа- м 
ты этих авторов предсказывают, что полипептидная цепь заканчивается 

растущим карбоксильным концом, связанным с молекулой тРНК (рис. 5). ВИ 
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нон и Краг [49] первыми исследовали такое связывание в отсутствие про- молек; 
теосинтеза. Они показали, что в 10-2 М&++ каждая 503-субъединица 703- (рис. 6 
рибосомы обратимо связывает одну молекулу ТРНК. Примерно одинако- Щжил( 
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Однако  протеосинтез 


влияет на связывание, матричная РНК 
наблюдающееся при 410“ 
М М=*+. При понижении 308 50$ (полиу) 


концентрации Мс**+ от 
10-2 до 10 * М без синте- 
за белка совершенно не 
остается ТРНК, связанной 
с рибосомами. Напротив, 


Активный комплеке 


после включения амино- п х 705 
кислот молекулы ТРНК + М-РНК 
становятся прочно фикси- АО 
рованными на «сшитых» 100$ — 2005 


703-рибосомах, зарождаю- 
щиеся полипептидные цепи 
которых предотвращают РИКС СК, 
легкую диссоциацию на 705 я 
303- и 503-субъединицы. 
По-видимому, одна моле- 
кула тРНК связывается с Низкая концентрация М9** 
каждой сшитой рибосомой. == 
Длительный В 
диализ про- дя поли 
тив 10“ М Мз*+ фактиче- ф-аланина 


ски разрывает часть таких 'Додецил т РИК 
сшитых рибосом. В этом ИИ 





< Полипептидная цепь 


-ф-аланин 
случае всю связанную Поли-Ф 
ТРНК, так же как почти 
весь зародившийся белок, РИС. 1х-6- 


можно обнаружить связан- Схематическое обобщение участия рибосом в синтезе 
ными с 503-компонентом, белка (активный комплекс изображен на рис. 1Х-7) 


что подтверждает гипотезу 

о том, что эти связанные 

молекулы тРНК непосредственно соединены с растущими цепями белка 
(рис. 6). Прямое доказательство этого вытекает из недавних экспериментов 
Джилберта [50], который использовал детергент дюпонол, чтобы диссо- 
циировать эти 503-рибосомы на белковый и рибонуклеиновый компонен- 
ты. В этом случае зародившийся белок и связанная ТРНК остаются 
вместе при центрифугировании в градиенте сахарозы и при прохож- 
дении через колонку с Сефадексом У-200. Однако после обработки либо 
слабой щелочью, либо гидроксиламином (известно, что эти воздействия 
разрушают аминоацильные связи) ТРНК и зародившиеся белки движутся 
раздельно. 

Значение такого обратимого связывания ТРНК с неактивными (без 
РНК) рибосомами неизвестно. Предполагается, что внутри растущих 
клеток рибосомы связывают мРНК и синтезируют белок. В этих условиях 
только те молекулы тРНК, которые соответствуют специфической после- 
Довательности оснований МРНК, могут пройти внутрь рибосом. Однако 
когда в большинстве рибосом отсутствуют РНК-матрицы, как в наших 
бесклеточных экстрактах, любая молекула ТРНК, «заряженная» или 
«незаряженная» аминокислотой, может занять любое место. Все данные 
свидетельствуют о том, что ковалентные связи не участвуют в удержании 
зарождающихся цепей на рибосоме. Вместо этого представляется вероят- 
ным, что место прочной связи включает терминальный остаток тРНК, 
прикрепленный зависящими от магния вторичными силами к углублению 
в 503-рибосоме. Интенсивный диализ против 5 Х 10° М Ма*+ (который 
Эставляет неповрежденными 303- и 505-рибосомы) снимает зарождающиеся 
цепи с 503-рибосом [50, 51]. Освобожденные полипептиды седиментируют 
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с константой около 43, и, если латентная рибонуклеаза еще не и 
лась, то они, вероятнее всего, содержат терминально связанную т . Если 
концентрацию М=** снова довести до 10-2М, многие освобожденные цепи 
снова садятся на рибосомы. 


ДВИЖЕНИЕ »РНК-МАТРИЦЫ 
ПО ПОВЕРХНОСТИ РИБОСОМЫ 


Таким образом, в любое заданное время каждая функционирующая рибо- 
сома содержит только одну растущую полипептидную цепь. По мере того 
как происходит ее удлинение, МНь-терминальный конец отодвигается от 
точки образования пептидной связи; за это время, вероятно, пептид может 
в основном приобрести свою окончательную трехмерную конфигурацию, 
прежде чем терминальные аминокислоты присоединятся к карбоксильному 
концу. мРНК должна быть связана таким образом, чтобы только определен- 
ные молекулы аминоацил — ТРНК входили в то место рибосомы, где мо- 
жет образовываться пептидная связь. Это требует образования специфи- 
ческих водородных связей (между парами оснований?) между матрицей 
в мРНК и несколькими (наиболее вероятно тремя) нуклеотидами вдоль 
молекулы ТРНК. Тогда в присутствии необходимых ферментов аминоа- 
цильная связь стРНК, которая в данный момент является терминальной, 
разорвется, и образуется пептидная связь с правильно расположенной 
очередной аминоацил — ТРНК (рис. 5). Все это должно создать энерге- 
тически невыгодную ситуацию для уже свободной молекулы тРНЁК, вызы- 
вающую выталкивание ее из места связывания тРНК. Затем новая терми- 
нальная ТРНК передвигается на это место, завершая цикл синтеза. Неиз- 
вестно, остается ли мРНК связанной свновь вошедшей аминоацил—тРНК. 
Однако если это так, то мРНК обязательно передвинется на определен- 
ное расстояние по поверхности рибосомы так, чтобы поместить свою очеред- 
ную труппу специфических нуклеотидов в положение, обеспечивающее 
точный выбор очередной аминокислоты. Независимо от того, что представ- 
ляет собой такой механизм, цепь мРНК обязательно передвигается по рибо- 
соме. Если на рибосоме имеется только одно специфическое место образо- 
вания пептидной связи, то МРНК и рибосома не могут оставаться в стати- 
ческой ориентации друг относительно друга. 


СВЯЗЫВАНИЕ ОДНОЙ МОЛЕКУЛЫ мРНК 
С НЕСКОЛЬКИМИ РИБОСОМАМИ 


Добавление синтетической матрицы поли-У к экстрактам, содержащим 
в основном 703-рибосомы, ведет к созданию новых активных рибосом, 
которые седиментируют в районе 150—2003 [52]. Закрепление одной моле- 
кулы поли-У (мол. вес = 100 000) на 703-рибосоме (мол. вес = 3 х 105) 
не должно значительно увеличивать скорость седиментации рибосомы. 
Невероятно также, чтобы в этих опытах очень большое число молекул 
поли-У комбинировалось с индивидуальными рибосомами: молярное отно- 
шение поли-У к 703-рибосомам было меньше 1/5. Единственное правдо- 
подобное объяснение предусматривает образование агрегатов рибосом 

связанных с одной молекулой поли-У. Если среднее расстояние между 
нуклеотидами равно 3,4 А, то 300 нуклеотидов в молекуле поли-У с моле- 
кулярным весом 103 будут иметь длину цепи около 1000 Д. Таким образом 

возможно одновременное связывание молекулы поли-У с группой из 4—8 
рибосом (диаметр == 200 А) в зависимости от способа прохождения мРНК 
по рибосомной поверхности (или через нее). Эта оценка хорошо согласует- 
ся со средним размером агрегата, выведенным на основании скорости седи- 
ментации «активных» комплексов. Седиментационный анализ экстрактов 
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РИС. 1Х-7. 
Связывание матричной РНК с несколькими рибосомами. 


Изображение схематично, так как место связывания мРНК с рибосомой 
неизвестно 


после включения показывает, что основная масса полифенилаланина 
связана с быстро седиментирующими «активными» рибосомами. 

Таким образом, наиболее вероятно, что одна молекула мРНК одновре- 
менно двигается по поверхностям нескольких рибосом, функционируя 
на каждой из них как матрица для синтеза белка (рис. 7). Последователь- 
ность полипептидных цепей возрастающей длины должна определяться сле- 
дующими друг за другом рибосомами в зависимости от доли мРНК, кото- 
рую они прошли. Когда вся мРНК продвинулась через место синтеза, 
какой-то механизм (который, возможно, включается какой-то специфи- 
ческой последовательностью нуклеотидов в матрице) должен освободить. 
завершенную молекулу белка. Только что освободившаяся рибосома за- 
тем становится способной присоединить свободный конец другой (или, 
возможно, даже той же самой) молекулы мРНК и начинает новый цикл 
протеосинтеза. 

Знание того, что одна молекула мРНК связывает много рибосом, поз- 
воляет объяснить постоянный парадокс, который сопровождал гипотезу 
о мРНК. Около 2—4% РНК Е. сой является мРНК [40, 53]. Ее средняя 
константа седиментации равна 14з [54], что свидетельствует о ее среднем 
молекулярном весе около 500 000. Это значение, быть может, слишком 
занижено, так как МРНК очень трудно полностью предохранить от разру- 
шения под действием того или иного фермента. Таким образом, на каж- 
дую молекулу мРНК должно приходиться по крайней мере 6—8 703-рибо- 
сом. Очень трудно представить себе, чтобы в каждый данный момент функ- 
ционировало только 10—20% рибосом, ибо в различных условиях скорость 
синтеза белка пропорциональна концентрации ‚рибосом [55]. Вместо этого 
представляется гораздо более вероятным, что ш утуо почти все рибосомы 
активны. Однако во время приготовления клеточных экстрактов многие 

рибосомы могут потерять свою мРНК и стать неактивными. Если это 
верно, то можно ожидать, что при использовании более мягких методов 
разрушения в экстрактах Е. сой будет наблюдаться большое количество 
быстро седиментирующего активного материала. Уже имеются сообщения 
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156] о том, что свыше 50% рибосом из ретикулоцитов млекопитающих 
существует в виде агрегатов из 5—6 803-частиц. Кроме того, именно эти 
агрегаты рибосом синтезируют белок как ш У1уо, так и т уЙго. 


ВРЕМЯ ЖИЗНИ МАТРИПЫ 


Согласно вышеуказанной схеме молекула мРНК может функционировать 
неограниченно долгое время. Нестабильные же бактериальные матрицы 
выполняют свою функцию в среднем только 10—20 раз. Этот факт выте- 
кает из опытов, выполненных в лаборатории Левинталя [57], где синтез 
новой МРНК блокировали добавлением антибиотика актиномицина Д. 
Предсуществующая мРНК из Вас из зи 5, растущей с периодом гене- 
рации 60 минут, затем разрушалась с длительностью периода полураспада, 
равной 2 минутам; синтез белка прекращался с соответствующей скоро- 
стью. Таким образом, должен существовать механизм, специфически раз- 
рушающий молекулы мРНК. В бактериальных экстрактах активны фер- 
менты (полинуклеотидфосфорилаза и зависящая от К+ диэстераза), кото- 
рые быстро разрушают свободную мРНК [5$]. Однако их действие гораз- 
до менее эффективно в том случае, когда мРНК связана с рибосомами [59 ]. 
Можно предположить, что у свободного головного конца цепи мРНК су- 
ществует случайная альтернатива: связываться с вакантной рибосомой 
или ферментативно разрушиться. В таком случае столь важный выбор 
определялся бы случайным событием, не имеющим отношения к биологи- 
ческой потребности определенных мРНК. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Теперь у нас может быть значительная уверенность в том, что общие черты 
протеосинтеза нами поняты. Участие РНК в этом процессе оказалось 
гораздо более сложным, чем представлялось в 1953 г. Имеется даже не 
одна функционирующая РНК; для синтеза белка требуется упорядоченное 
взаимодействие трех классов РНК: рибосомной, транспортной и матрич- 
ной. Однако многие важные аспекты этой проблемы пока остаются без 
ответа. Например, нет никакой теоретической основы для изучения субъ- 
единиц рибосом; мы ничего не знаем и о функциональном значении рибосом- 
ной РНК. Наиболее удовлетворительным является осознание того, что 
все этапы репликации белка протекают с участием хорошо изученных 
химических сил. Мы еще не знаем всех деталей процесса. Участвует ли 
комплементарное взаимодействие между парами оснований, наблюдаемое 
в ДНК, в отборе молекулой мРНК соответствующих аминоацил — тРНК? 
Очевидно, ответ на подобные вопросы скоро будет известен. Нам остается 
надеяться, что грядущий прогресс в понимании избирательного синтеза 
белка (и его значения для эмбриологии) приведет к открытию столь же 
простой, вполне определенной и легкой для понимания химической основы 
этого процесса. 
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Приложение Х 


К ВОПРОСУ О ГЕНЕТИЧЕСКОМ КОДЕ 


Ф. КРИК 
Нобелевская лекция, 1962 г. 


Входящая в это Нобелевское чтение часть работы, которая касается струк- 
туры и репликации ДНК, была рассмотрена Вилкинсом в этом году в его 
Нобелевской лекции. Идея репликации ДНК, выдвинутая Уотсоном 
и мной, также была упомянута Корнбергом в его Нобелевской лекции 
в 1959 г., в которой шла речь о его блестящих исследованиях по энзима- 
тическому синтезу ДНК ш уйто. В этой лекции я рассмотрю современное 
состояние проблемы о переносе информации в живой материи — проблемы 
генетического кода, — которая давно интересовала меня и в области кото- 
рой мои коллеги и я, среди многих других, недавно выполнили некоторые 
экспериментальные исследования. 

Сейчас, по-видимому, окончательно установлено, что последователь- 
ность аминокислот белка определяется последовательностью оснований 
некоторого участка отдельной молекулы нуклеиновой кислоты. Как пра- 
вило, белки содержат 20 различных аминокислот, а в нуклеиновой кисло- 
те встречается лишь четыре главных вида азотистых оснований. Генети- 
ческий код характеризует тот путь, которым последовательность 20 или 
большего числа аминокислот определяется последовательностью четырех 
оснований различного типа. 

Вряд ли необходимо 0с0бо подчеркивать биологическое значение этой 
проблемы. Очевидно, носителем большей части (если не всей) генетической 
информации в любом организме является нуклеиновая кислота — обычно 
ДНК, хотя некоторые мелкие вирусы в качестве генетического материала 
используют РНК. Вероятно, ббльшая часть этой информации используется 
для определения аминокислотной последовательности белков данного 
организма. Мы еще не знаем, несет ли генетическая информация какую- 
нибудь другую важную функцию. Эта идея выражена классическим афориз- 
мом Бидла: «один ген—один фермент», —или по сегодняшней более иску- 
шенной, но несколько тяжеловесной терминологии: «один цистрон — одна 
полипептидная цепь». 

Одним из наиболее поразительных обобщений биохимии, которое, 
к удивлению, едва ли даже упоминается в учебниках, является то, что 20 
аминокислот и 4 азотистых основания, за малыми исключениями, одни и 
те же для всего живого. Насколько я знаю, принятая теперь система из 20 
аминокислот была впервые составлена Уотсоном и мною летом 1953 г. 
в ответ на письмо Гамова. 

В этой лекции я не буду останавливаться на интимных технических 
деталях проблемы хотя бы потому, что я недавно написал на эту тему обзор 

М], который скоро будет опубликован. Я не буду рассматривать биохими- 
ческие детали синтеза белка и РНК, так как о них уже рассказал Уотсон. 
Я собираюсь скорее поставить некоторые общие вопросы, касающиеся 
тенетического кода, и выяснить, насколько подробно мы можем сейчас 
на них ответить. 

Допустим, что генетический код является простым кодом, и зададим 
вопрос: сколько оснований кодируют одну аминокислоту? Вряд ли это 
будет пара оснований, так как из четырех различных событий мы можем 
образовать только 4 Х 4 = 16 различных пар, тогда как нам нужно по 
крайней мере 20 и, вероятно, еще одну или две для обозначения интервалов 
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или для других целей. Триплеты же оснований дали бы нам 64 ВО 
сти. Этого достаточно, чтобы иметь «язык» для кодирования каждой ами- 
нокислоты набором оснований, который я буду называть мы 
Это рассуждение подводит нас к ответу на первый вопрос. Являются 
ли кодоны перекрывающимися? Другими словами, находим ли мы при 
считывании генетической матрицы основание, которое является одновре- 
менно членом двух или более кодонов? То, что кодоны не перекрываются, 
теперь представляется достаточно убедительным. Если бы они перекры- 
вались, то тогда изменение одного основания вследствие мутации вызвало 
бы замену двух или более соседних аминокислот. Однако как в случае 
«спонтанных» мутаций, примером которых может служить ненормальный 
темоглобин человека, так и в случае химически индуцированных мутаций, 
например мутаций вируса табачной мозаики, вызванных действием азо- 
тистой кислоты или других веществ, всегда происходит замена одной ами- 
нокислоты [2]. Поэтому по всей вероятности кодоны не перекрываются. 
Это приводит нас к следующей проблеме. Каким образом последова- 
тельности оснований распределяются по кодонам? В скелете нуклеиновой 
кислоты, который строго регулярен, нет ничего, что бы показало нам, как 
группировать основания в кодоны. Например, если все кодоны — это 
триплеты, то тогда кроме правильного считывания матрицы могли бы 
иметь место и два неправильных. Неправильные считывания” произошли 
бы в тех случаях, когда мы начинали бы их не с первого нуклеотида кодо- 
на, а со второго или с третьего. Мои коллеги и я [3] недавно получили 
экспериментальные данные, согласно которым каждый участок генетичес- 
кой матрицы действительно начинает считываться с фиксированной точки, 
вероятно, с одного из концов. Это очень хорошо согласуется с эксперимен- 
тальными данными о том, что сборка аминокислот в полипептидную цепь 
начинается с МН,-конца и происходит в линейном порядке. Наиболее 
четко это показано в работе Динциса [4]. 
Это приводит нас к следующему важному вопросу: о размере кодона. 
Из скольких оснований состоит каждый кодон? Эксперименты, на которые 
я только что ссылался [3], свидетельствуют отом, что все (или почти все) 
кодоны состоят из триплета оснований, хотя наши данные полностью и не 
исключают того, что число освований в триплете больше трех, но кратно 
трем (6 или 9). К такому выводу мы пришли, изучая мутациив АиВ цис- 
тронах гП-локуса бактериофага Т4. Предполагается, что эти мутации 
являются результатом добавления или исключения одного или более осно- 
ваний из генетической матрицы. Эти мутации специфичны для действия 
акридинов и не могут быть ревертированы такими мутагенами, которые 
вызывают только замену одного основания другим. Кроме того, такие 
мутации почти всегда делают ген неактивным полностью, а не частично. 
Тестируя такие мутации парами, мы можем их все без исключения 
разделить на два класса, которые обозначим  и-—. Упрощенно можно 
представить дело так, что -- класс имеет одно дополнительное основание 
в той или иной точке тенетической матрицы, а — класс характеризуется 
отсутствием одного основания. В решающем эксперименте с помощью 
генетической рекомбинации нужно объединить три мутации одного типа 
в одном гене — т. е. либо (+ е--с-Р), либо ([—-с—в—). Оказывается, что 
в то время как один -|- или два -- (+ ‹--) делают гев полностью неактив- 
ным, соответствующим образом подобранный набор из трех - обладает 
некоторой активностью. Детальный анализ этих результатов показывает 
что они полностью соответствуют тем, какие мы должны были бы ожидать 
если бы матрица считывалась триплетами, начиная с одного конца ‚ 
Иногда нас спрашивают, каков был бы результат, если бы мы сбели 
в одном гене четыре-{. Чтобы ответить на этот вопрос, мои коллег а 
объединили не только четыре, но и шесть -{. Как и о: и недавно 


жидалось й 
теории, комбинация из шести -|- активна, тогда как набор из нь 
и. 
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пяти -- неактивен. Кроме того, нам много пришлось поработать, чтобы 
объяснить такие комбинации мутаций «тилиез», при которых ген функ- 
ционирует с очень низкой эффективностью. Все полученные нами резуль- 
таты соответствуют гипотезе о том, что в некоторых случаях, когда меха- 
низм, синтезирующий белок, доходит до триплета, не соответствующего 
нуно вистотЬ (названного «бессмысленным»), то изредка он оши- 
бается и считывает, скажем, только два азотистых основания вместо 
обычных трех. Эти результаты позволяют также вывести направление 
считывания мРНК, которое в данном случае происходит слева направо, 
как это условно принимается для гП-локуса. Мы планируем вскоре под- 
робно описать методическую сторону всей этой работы. Окончательное 
доказательство правильности наших идей может быть получено только 
при детальном изучении изменений последовательности аминокислот в мо- 
лекуле белка, вызванных мутациями вышеописанного типа. 

Напрашивается еще один вывод общего характера, вытекающий из 
наших результатов. Число бессмысленных триплетов довольно низко, 
поскольку лишь изредка можно их обнаружить. Однако этот вывод менее 
надежен, чем другие наши заключения, касающиеся общей природы гене- 
тического кода. 

До сих пор еще не было прямо показано, что генетическая матрица 
«колинеарна» своему продукту (белку), т. е. что один конец гена кодирует 
М№-конец, а другой — С-конец полипептидной цепи, а линейный порядок 
промежуточных кодонов соответствует линейному порядку аминокислот 
в белке. Однако существование такой «колинеарности» представляется 
весьма вероятным, особенно после того, как было показано, что у несколь- 
ких организмов мутации, затрагивающие одну и ту же аминокислоту, 
на генетической карте расположены чрезвычайно близко. Можно с уверен- 
ностью ожидать, что экспериментальное доказательство колинеарности 
тена и определяемой им полипептидной цепи будет получено в течение 
ближайших нескольких лет. 

Имеется еще один общий вопрос, касающийся генетического кода, 
который мы можем сейчас задать. Универсален ли код, т. е. одинаков ли 
он у всех организмов? Предварительные данные позволяют предположить, 
что это вполне возможно. Например, можно синтезировать что-то очень 
похожее на гемоглобин кролика при использовании бесклеточной системы, 
часть компонентов которой получена из ретикулоцитов кролика, а часть — 
из. со! [5]. Если бы код в двух указанных организмах сильно разли- 
чался, то вряд ли это было бы возможно. Однако, как мы сейчас увидим, 
универсальность кода можно проверить и более прямыми опытами. 

Маловероятно, чтобы в клетке, где ДНК служит генетическим материа- 
лом, сама ДНК прямо контролировала синтез белка. Как показал Уотсон, 
считается, что последовательность оснований ДНК (вероятно, только одной 
из ее нитей) копируется последовательностью оснований РНК и затем 
эта особая РНК действует в качестве генетической матрицы, управляя 
процессом соединения аминокислот в полипептидные цепи. Ниренберг 
и Маттеи сделали открытие, чрезвычайно важное для проблемы кодирова- 
ния. Они нашли, что для этой цели можно использовать синтетическую 
РНК. В частности, они показали, что полиуридиловая кислота (РНК, 
в которой каждое основание — это урацил), будучи добавленной к бес- 
клеточной системе, синтезирующей полипептидные цепи, приводит к син- 
тезу полифенилаланина. Таким образом, одним из кодонов фенилаланина, 
по-видимому, является УУУ (где У обозначает урацил; точно так же буквы 
А, Ги Ц мы будем использовать соответственно для обозначения аденина, 
гуанина п цитозина). Это открытие позволяло начать быстрое (хотя отчасти 
и беспорядочное) наступление на генетический код. 

Было бы неуместно детально обсуждать эту работу здесь. Я хотел кри- 
тически обсудить более ранние работы в уже упомянутом обзоре [1], но 
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темпы работы в этой области таковы, что предпринятые ‘позднее экспери- 
менты уже сделали ее до некоторой степени устаревшей. Однако можно 
уверенно сделать некоторые общие выводы. 

Главный метод, который используют до сих пор как Ниренберг и сот- 
рудники [6], так и Очоа и его группа [7],— это ферментативный синтез 
полимеров с беспорядочным расположением двух или трех оснований. 
Например, полинуклеотид, который я буду называть поли(У, Ц), содер- 
жащий примерно равные количества урацила и цитозина с предположитель- 
но случайным их чередованием, будет повышать интенсивность включения 
фенилаланина, серина, лейцина, пролина и, возможно, треонина. Исполь- 
зуя полимеры различного состава и допустив, что код триплетен, можно 
получить некоторую информацию о составе некоторых триплетов. 

Из работ такого рода следует, что с небольшими оговорками каждый 
полинуклеотид определяет включение характерного набора аминокислот. 
Кроме того, четыре основания совершенно различны по своему действию. 
Сравнение триплетов, предварительно установленных этим методом, 
с изменениями последовательности аминокислот, вызванными мутациями, 
обнаруживает вполне удовлетворительное соответствие. Более того, это 
включение требует тех же самых компонентов системы, что и синтез белка, 

и подавляется теми же ингибиторами. Таким образом, очень трудно допу- 
стить, что эта система целиком является артефактом, и вполне вероятно, 
Что она имеет непосредственное отношение к истинному синтезу белка. 

Вначале представлялось, что, возможно, каждый из истинных, до сих 
пор предложенных триплетов должен включать урацил, хотя это и было 
маловероятно по теоретическим соображениям и не подтверждалось факти- 
ческими экспериментальными данными. Первое прямое доказательство 
ТОГО, что это не так, получили мои коллеги Бречер и Грюнберг-Манаго [ 8], 
которые показали, что поли(Ц, А) может стимулировать включение 
нескольких аминокислот. Подобного рода данные относительно других 
полинуклеотидов, не содержащих урацила, недавно получили и другие 
исследователи [9, 10]. Сейчас представляется весьма вероятным, что мно- 
гие из 64 триплетов (возможно, большинство из них) могут кодировать 
ту или иную аминокислоту и что в общем случае несколько различных 
триплетов могут кодировать одну и ту же аминокислоту. В частности, 
очень изящный эксперимент [44] позволил предположить, что и (УУЦ), 

и (УУГ) кодируют лейцин (скобки означают, что еще не известен порядок 
оснований внутри триплетов). Эта общая идея подтверждается рядом кос- 
венных данных, которые не могут быть здесь детализированы. К сожале- 
нию, вышеуказанное значительно затрудняет однозначное определение 
триплетов таким методом по сравнению с тем случаем, когда для каждой 
аминокислоты был бы один триплет. Кроме того, при использовании поли- 
нуклеотидов со случайной последовательностью нельзя определить поря- 
док оснований в триплете. Начали создавать полинуклеотиды с известной 
последовательностью оснований у одного конца, но полученные результаты 
пока что являются скорее предположительными, чем окончательными [42]. 
Однако на основании этих и других неопубликованных результатов пред- 
ставляется вероятным, что №-конец полипептидной цепи соответствует 
правому концу полинуклеотидной цепи, т. е. концу, заканчивающемуся 
2’, 3'-гидроксилами пентозы. 

По-видимому, можно считать, что единичная цепь РНК способ 
ционировать как мРНК, поскольку полиуУ — это единичная 
вторичной структуры. Если же к полиуУ добавить полиА, чт 
валась двойная или тройная спираль, то такая комбинация оказывается 
неактивной. Кроме того, имеются предварительные данные 9 которые 
позволяют предположить, что существование вторичной 
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В, дополнение к вышеупомянутым генетическим косвенным данным 
необходимо показать прямыми биохимическими методами, что код дей- 
ствительно триплетен. 

Были предприняты попытки установить взаимное расположение осно- 
ваний в различных триплетах, изучая изменения, вызванные мутациями. 
Однако я считаю, что, пока мы не располагаем более подробными и надеж- 
ными данными о составе триплетов, эти попытки преждевременны. 

Несколько групп исследователей [8, 9, 11] представили данные, сви- 
детельствующие о том, что полиуУ стимулирует включение как фенилала- 
нина, так и, в меньших количествах, лейцина. Значение этого наблюдения 
не ясно, но оно ставит вопрос о печальной возможности существования 
неоднозначных триплетов, т. е. триплетов, которые могут кодировать более 
одной аминокислоты. Однако можно надеяться, что таких триплетов 
меньшинство. 

Представляется вероятным, что большинство из 64 возможных трипле- 
тов можно распределить по 20 группам. Сопоставление данных, получен- 
ных как в бесклеточных системах, так и при изучении мутаций, позволяет 
предположить, что это распределение не происходит беспорядочно; вполне 
возможно, что триплеты, кодирующие одну и ту же аминокислоту, доволь- 
но похожи. Это поднимает основную, инока еще не разрешенную, теорети- 
ческую проблему. Можно ли вывести эти труппировки кодонов, исходя 
только из теоретических предпосылок? Нетрудно заметить, что кодоны 
могли возникнуть на самых ранних стадиях эволюции благодаря беспоря- 
дочным мутациям, так что код, существующий теперь, по-видимому, мо- 
жет быть результатом серии исторических случайностей. Этот вопрос 
представляет более чем просто теоретический интерес. Если код в самом 
деле имеет определенную логическую основу, то с целью ее выяснения 

было бы правильно рассмотреть любые данные — и хорошие, и плохие. 
Если же между кодонами нет никакой логической связи, то делать это 
было бы неправильно. Расшифровка кодона в этом случае становится почти 
бессмысленной. Важным делом является получение достаточного количе- 
ства данных для установления природы каждого кодона. Еще не ясно, 
какие доказательства могут быть © уверенностью приняты для установле- 
НИЯ природы кодона. Совершенно очевидно, что большинство экспери- 
ментальных данных, представленных до сих пор, почти во всех случаях 
нуждается в проверке. Однако, несмотря на неопределенность большин- 
ства экспериментальных данных, некоторые предполагавшиеся ранее коды 
мы можем теперь отбросить с известной степенью уверенности. 





Гриплетные коды без запятых 


Все такие коды маловероятны, о чем свидетельствуют не только генети- 
ческие данные, но также и детальные результаты, полученные на бесклеточ- 
ных системах. 


Двух- или трехбуквенные коды 


Примером здесь может служить код, в котором А эквивалентно Т, а Г 
эквивалентно Ц. Как уже говорилось, результаты, полученные на бескле- 
точной системе, исключают существование таких кодов. 


Комбинационный триплетный код 

В этом коде все перестановки данной комбинации оснований кодируют 
одну и ту же аминокислоту. Полученные экспериментальные результаты 
резко снизили вероятность существования такого кода. 
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Комил ементарные коды 


Есть несколько видов таких кодов. Рассмотрим некоторый триплет в связи 
с триплетом, который комплементарен ему на другой цепи двойной спирали. 
Можно считать, что второй триплет либо считывается в том же самом 
направлении, что и первый, либо — в противоположном. Таким образом, 
если первый триплет УЦЦ, то мы рассматриваем его в связи или с АГГ, 
или в случае противоположного направления считывания с ГГА. 

Можно предположить, что если какой-то триплет кодирует некоторую. 
аминокислоту, то его комплемент обязательно кодирует ту же аминокисло- 
ту. В противоположность этому в кодах другого вида комплемент может 
не символизировать какую бы то ни было аминокислоту, т. е. является 
бессмысленным. 

Группа Очоа [10] недавно показала, что полиА стимулирует включение 
лизина. Таким образом, ААА, вероятно, кодирует. лизин. Однако, пос- 
кольку УУУ кодирует фенилаланин, это исключает выше рассмотренные 
коды. Найдено также, что поли(У, Г) и поли(А, Ц) стимулируют включение 
разных аминокислот. Подобным образом поли(У, Ц) отличается от поли- 
(А, Г) [9, 40]. Таким образом, мало надежды на то, что все эти теории будут 
строго доказаны. Кроме того, по моему мнению, все они маловероятны 
и по общетеоретическим соображениям. 

Уже положено начало исследованию универсальности кода с исполь- 
зованием одинаковых полинуклеотидов в бесклеточных системах из раз- 
личных видов организмов. В конце концов, должно быть относительно 
просто этим путем установить, универсален ли код, а если нет, то узнать, 
как он меняется от организма к организму. Из полученных предваритель- 
ных результатов пока что не следует явных различий между Е. со и млеко- 
питающими [10, 13]. | 

Итак, в настоящее время есть основания считать, что генетический код, 
по-видимому, имеет следующие общие свойства: 

1) большинство, если не все, кодонов состоит из трех (соседних) основа- 
ний; 

2) соседние кодоны не перекрываются; 

3) РНК считывается правильными группами из трех оснований, начи- 
ная с некоторой фиксированной точки; 

4) кодовая последовательность гена колинеарна с последовательностью 
аминокислот, причем полипептидная цепь синтезируется последовательно, 
начиная с №-конца; 


5) в общем случае каждую аминокислоту кодирует более чем один 
триплет; 

6) не исключено, что некоторые триплеты могут кодировать более одной 
аминокислоты, т. е. они могут быть неоднозначными; 

7) вероятно, триплеты, кодирующие одну аминокислоту, довольно 
похожи друг на друга; 

8) неизвестно, имеется ли какое-нибудь общее правило, по которому 
такие кодоны группируются вместе, или эта группировка представляет 
собой результат главным образом исторической случайности; 

9) число триплетов, не кодирующих аминокислоты, вероятно, малб; 

10) маловероятно, чтобы были правильными такие ранее предложенные 
коды, как код без запятых, двух- или трехбуквенные коды, комбинацион- 
ный код и различные обратные коды; 

11) вероятно, код одинаков у различных о 
совершенно тождествен у всех организмов, но 
лено. 

Наконец, следует добавить, что, несмотря на больш 
синтеза белка и значительные технические трудности, 


рганизмов; он может быть 
это еще точно не установ- 
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оснований, 
тся в ближайшем будущем 
тью расшифрован 


синтезе полинуклеотидов с заданной последовательностью 


можно надеяться, что все эти вопросы проясняе 
и генетический код в течение нескольких лет будет полное 
\ прочной экспериментальной основе. ь 
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Приложение Х1 


ГЕНЕТИКА БАКТЕРИАЛЬНОЙ КЛЕТКИ 
Ф. ЖАКОБ 


Нобелевская лекция 1965 г. 


Если я нахожусь сегодня здесь и разделяю столь высокую честь с А. Льво- 
вым и Ж. Моно, то это несомненно происходит только благодаря тому, 
что когда в 1950 г. я начал свои исследования, я попал именно в нужное 
место и в нужное время. В нужное место — потому, что там, в верхних 
этажах Пастеровского института, в атмосфере энтузиазма, здорового кри- 
тицизма и дружелюбия, возникла новая отрасль науки. В нужное время — 
потому, что биология переживала тогда период бурной активности, меняя 
свои подходы, раскрывая в микроорганизмах новый и простой материал 
и все более приближаясь к физике и химии. Это был тот редкий момент, 
когда незнание могло стать достоинством. 


ЛИЗОГЕНИЯ И КОНЪЮГАЦИЯ БАКТЕРИЙ 


Лабораторию А. Львова пересекал длинный коридор, где происходили 
бесконечные дискуссии, обсуждались эксперименты и гипотезы. На одном 
конце коридора группа Жакоба и Моно добавляла к бактериальным куль- 
турам В-галактозиды, чтобы вызвать биосинтез В-галактозидазы, на другом 
конце коридора А. Львов и его сотрудники подвергали бактерии воздей- 
ствию ультрафиолетовых лучей, только что обнаружив этот новый метод 
индуцирования биосинтеза бактериофага. Каждый, следовательно, по-сво- 
ему что-то ‹индуцировал», и все были убеждены, что между двумя этими 
явлениями нет ничего общего, кроме слова «индукция». 

Когда я приехал, чтобы работать с А. Львовым над докторской диссер- 
тацией, мне поручили изучение лизогении у Руеидотопаз руосуапеа, и я 
добросовестно начал облучать этот организм. Вскоре, однако, стало ясно, 
что проблема лизогении — это прежде всего проблема взаимоотношений 
между бактерией и бактериофагом, другими словами, проблема лизоге- 
нии — это одна из проблем генетики. 

Генетика бактерий и бактериофагов родилась всего лишь за 40 лет до 
этого открытия с появлением работы Луриа и Дельбрюка [1] и продолжала 
развиваться в исследованиях Ледерберга и Татума [2], Дельбрюка, Бейли 
[3] и Херши [4]. Эта молодая наука уже преподнесла биологам немало 
сюрпризов. Наиболее важным из них было открытие Эвери, Мак Леодом, 
Мак Карти [5], а позднее Херши и Чейсом [6] того факта, что носителем 
генетической специфичности является ДНК. Впервые стало возможным 
придать старым концепциям наследотвенности, изменчивости и эволюции 
некоторый физический и химический смысл. Структурная модель ДНК, 
предложенная Уотсоном и Криком [7], как раз и была такой молекулярной 
интерпретацией генетических явлений. Е 

Другим сюрпризом было осознание того, что быстрый рост, способ- 
ность адаптироваться к самым различным средам и разнообразие механиз. 
мов переноса генетической информации делают бактерии и вирусы удоб- 
ными объектами для изучения функции и репродукции клетки. Работы 
Бидла и Татума [8], Ледерберга [9] и Бензера [10] показали, что, обладая 
небольшой долей воображения, можно оказать на популяцию микроорга- 
низмов такое солективное давление, которое позволит почти по колонны 

изолировать особи, у которых отдельные функции изменились благодаря 
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мутациям. Действительно, одним из наиболее эффективных способов 
изучения нормальных механизмов клетки является изучение отклонений 
от нормы у соответствующим образом отобранных уродов. 
Первая попытка генетического анализа лизогении была предпринята 
в 1952 г. Ледербергом и Вольманом [11, 12]. Определенные скрещивания 
между лизогенными и нелизогенными бактериями обнаружили некоторую 
связь между свойством лизогении, определяемым \-профагом Е. сой, 
и другими свойствами, контролируемыми бактериальным геномом. Однако 
не все скрещивания дали такие результаты. Понятно, что результаты, 
полученные при этих скрещиваниях, не могли быть правильно интерпре- 
тированы, так как в то время еще не был известен механизм конъюгации. 
Желая продолжить эти исследования в несколько иных аспектах, я на- 
чал работать с Вольманом. Очень скоро наше сотрудничество стало чрезвы- 
чайно тесным и дружеским. Прежде всего мы хотели объяснить отклонения, 
наблюдаемые при скрещиваниях лизогенных бактерий с нелизогенными, 
в частности тот факт, что свойство лизогении не передавалось рекомби- 
нантам, за исключением того случая, когда носителем этого свойства был 
женский штамм. Для исследования этой проблемы мы использовали мутант- 
ную мужскую бактерию, незадолго до того изолированную Хейсом, кото- 
рая называлась Н/х (15 тефиепсу тесош та оп), потому что при скре- 
щивании ее с женскими штаммами получалось большое количество реком- 
бинантов [13]. 

При скрещивании таких лизогенных Н/" мужских штаммов с нелизо- 
тенными женскими мы, к своему удивлению, обнаружили, что зиготы, 
образуемые более чем половиной мужских клеток, подвергались лизису, 
продуцируя фаг [14]. Это явление, названное зиготной индукцией, пока- 
зало. что равновесие между профагом и бактерией поддерживается какой- 
то регулирующей системой, присутствующей в цитоплазме лизогенной 
бактерии и отсутствующей в цитоплазме нелизогенной. Более того, оно 
показало, что генетический признак, переносимыи мужской клеткой, 
может проявляться в зиготе, не будучи включенным в хромосому женской 
бактерии. Таким образом, стало возможным экспериментально различать 
в процессе конъюгации перенос тенетического материала и рекомбинацион- 
ное событие. 

Чтобы перевести анализ конъюгации с уровня популяции на уровень 
индивидуальной пары бактерий, нам нужно было разобраться в том, как 
тенетический материал мужской клетки передается женской. В частности, 
можно было попытаться прервать конъюгацию через различные проме- 
жутки времени, чтобы выяснить, когда происходит перенос. Е. Вольману 
пришла в голову несколько неожиданная идея прервать конъюгацию, 
поместив спаривающиеся бактерии в один из смесителей, используемых 
обычно на кухне. Оказалось, что силы, развивающиеся в смесителе, разде- 
ляют партнеров. Мужская хромосома разрывается во время перехода, но 
хромосомный фрагмент, который уже проник в женскую клетку, может 
проявлять себя и рекомбинировать- Таким путем можно было показать, 
что после соединения мужская клетка медленно вводит свою хромосому 
в женскую клетку. Это введение строго упорядочено и у каждого отдель- 
ного штамма начинается в одной и той же точке [15]. 

С помощью этой системы оказалось возможным относительно легко 
проанализировать генетическую конституцию Е. сой и установить, что 
тенетические признаки образуют одну группу сцепления, названную бакте- 
риальной хромосомой, а также картировать гены этих признаков не толь- 
ко методами классической генетики, но и © помощью физических и хими- 
ческих измерений. 

Более того, при этом были обнаружены две новые закономерности. 
Во-первых, было установлено, что бактериальная хромосома имеет зам- 
кнутую (циркулярную) структуру. Во-вторых, оказалось, что эта струк- 
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тура не столь стабильна, как это можно было ожидать: другие генетические 
элементы, называемые оэписомами (например, хромосома фага или 
половой фактор), могут быть добавлены к ней или изъяты из нее [46]. 

Эти свойства имели очень большое значение для последующего изуче- 
ния бактериальной клетки и ее функционирования. 


ВЫРАЖЕНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА: «ПОСРЕДНИК» 


Кроме анализа чисто генетических явлений, конъюгация оказалась, в част- 
ности, очень удобной системой для изучения функций клетки, так как 
позволяла ввести в нужный момент любой данный ген в целую популяцию 
бактерий. Фенотипическое проявление нового гена, введенного в бакте- 
рию реципиента, не осложняется такими имеющими место у высших орга- 
низмов сопутствующими явлениями, как морфогенез и клеточная диффе- 
ренциация. 

В своем конце коридора Моно пришел к заключению, что дальнейший 
прогресс в понимании механизма ферментативной индукции требует гене- 
тического анализа. В то время было известно два типа мутаций, нарушаю- 
щих индуцированный биосинтез В-галактозидазы. В результате одного 
типа мутаций клетки лишались способности синтезировать ферментативно 
активный белок, в результате другого — изменялся характер биосинтеза, 
который из индуцибильного превращался в конститутивный, т. е. спо- 
собный протекать и в отсутствие В-галактозида. (Последний в случае инду- 
цированного биосинтеза играет роль индуктора.) Чем обусловлен тот 
или иной характер биосинтеза? Каковы взаимоотношения между генети- 
ческими детерминантами, обнаруживаемыми благодаря соответствующим 
мутациям? Ответ на подобные вопросы можно попытаться получить экспе- 
риментально с помощью конъюгации. Используя мужские и женские штам- 
мы бактерий подходящих генотипов, можно передать нужный аллель дан- 
ного гена в бактерию и затем изучить условия синтеза фермента в зиготе. 

Такие эксперименты были выполнены в сотрудничестве с Парди, кото- 
рый приехал на один год в Пастеровский институт [17], и привели к двум 
новым представлениям. Первое касалось самого механизма индукции, 
Перенос в конститутивную бактерию генетического фактора, определяю- 
щего индуцибильность синтеза фермента В-галактозидами, приводил 
к образованию временных диплоидов, гетерозиготных по признаку «инду- 
цибильность/конститутивность». 

Очевидно, исходя из фенотипа таких зигот, можно было сделать выбор 
между различными гипотезами, предложенными для объяснения индук- 
ции. Эксперименты показали, что аллель индуцибильности может прояв- 

лять себя независимо от гена, контролирующего синтез фермента, причем 
он доминирует над аллелем конститутивности. Этот результат вскрыл 
существование специального гена, который контролирует индукцию путем 
образования цитоплазматического продукта, подавляющего синтез фер- 
мента в отсутствие индуктора. Как будет показано ниже, это открытие 
изменило существующие представления о механизме индукции и позволи- 
ло провести генетический анализ систем, регулирующих уровень белкового 
синтеза. 

Второе представление касалось функционирования генетического мате- 
риала. Перенося ген, определяющий структуру некоторого белка, в бакте- 
рию, не имеющую его, можно выяснить условия, при которых этот ген 
проявляет себя в зиготе. В этом случае также можно было ожидать различ- 
ные результаты в зависимости от природы механизма передачи информации 
при биосинтезе белка. От анализа кинетики этого синтеза можно было 
ожидать сведений, касающихся природы РЕ ВчнотОй генного продукта, 
времени, требуемого для его синтеза, и способа его действия. Эксперимен- 
ты показали, что ген, определяющий структуру белка, будучи перенесен- 
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ным в бактерию еще до рекомбинации, может начать синтезировать белок 
без заметной задержки и с максимальной интенсивностью. 

Это был совершенно неожиданный факт, так как он был несовместим 
‹ господствовавшими в то время представлениями. Обычно полагали, что 
проявление гена состоит в накоплении в цитоплазме стабильных структур, 
возможно, рибосомной РНК, которая, как предполагалось, служит шаб- 
лоном, определяющим структуру белка [18]. Такая схема, которая 
может быть суммирована известным афоризмом «один ген — одна рибосо- 
ма — один фермент», едва ли была совместима с немедленным максималь- 
но активным синтезом белка. 

Для. дальнейшего изучения этой проблемы необходимо было извлечь 
ген из бактерии, чтобы проследить, как это извлечение повлияет на синтез 
соответствующего белка: стабильные шаблоны, если они присутствуют, 
должны были осуществлять остаточный синтез. Конъюгация позволяла 
легко ввести в бактерию отдельный ген; однако извлечение его из целой 
популяции бактерий оказалось невозможной операцией. Однако можно 
было перенести сегмент хромосомы, меченный Р??; затем изучаемый ген 
разрушался вследствие распада Р3?. Этот тонкий эксперимент был прове- 
ден Моникой Рили в лаборатории А. Парди. Он недвусмысленно показал, 
что способность производить белок не сохраняется при разрушении гена 
[19]. 

Ответ был ясен: проявление гена не может происходить путем обра- 
зования стабильных шаблонов. Примерно в то же время генетический 
и химический анализ индукции еще раз подтвердили это предположение. 
Оказалось, что индукция происходит почти мгновенно и действует на 
структуры, которые часто определяют биосинтез не одного, а нескольких 
белков. Это открытие было несовместимо с существовавшими тогда воззре- 
ниями еще и потому, что оно не согласовывалось с наблюдаемой гомоген- 
ностью рибосом. 

Два известных тина РНК не могли выполнять роль цитоплазматичес- 
кого шаблона из-за своей стабильности и гомогенности, а также по составу 
оснований. А так как представление о том, что синтез белка происходит 
прямо на ДНК, несовместимо с расположением рибосом в цитоплазме 
и их ролью в белковом синтезе, оставалась единственная возможная гипо- 
теза: необходимо было предположить существование третьего вида РНК, 
РНК —«посредника», молекулы © очень коротким периодом жизни, на 
которую возложена передача генетической информации в цитоплазму (20). 
Согласно этой гипотезе, рибосомы являются неспецифическими структу- 
рами, функция которых заключается в переводе «нуклеинового языка» 
посредника на «пептидный язык» с помощью транспортной РНК. Другими 
словами, синтез белка должен протекать в 2 стадии: последовательность 
дезоксирибонуклеотидов ДНК сначала транскрибируется в последова- 
тельность рибонуклеотидов «посредника», который является первичным 
продуктом гена. «Посредник» оседает на рибосомах, принося им специфи- 
ческую «программу», и последовательность нуклеотидов посредника 

транслируется в последовательность аминокислот. Несмотря на некоторые 
возражения, гипотеза «посредника» имеет две основные положительные 
черты: с одной стороны, она позволила объяснить и согласовать целый ряд 
известных фактов, которые ранее казались несовместимыми, с другой сто- 
роны-—она позволила поставить ряд точных экспериментов. 

Еще до появления в печати эта гипотеза получила два эксперименталь- 
ных подтверждения. С. Бреннер и я решили провести июнь 1960 г.сМ. Ме- 
зельсоном, охотясь за «посредником» в лаборатории Макса Дельбрюка 
в Калифорнийском технологическом институте. Лучшим кандидатом на 
роль посредника была РНК, обнаруженная Херши [24] и позднее Волки- 
ным и Астраханом [22] у бактерий, инфицированных фагом Т2. Благодаря 
необычайной живости ума С. Бреннера, удачно сочетающейся с талантом 
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экспериментатора, мы уже через несколько недель смогли показать, что 
РНК фага, объединившись с рибосомами, синтезированными до инфекции, 
продуцирует на них белок фага. Таким образом, на одних и тех же рибо- 
сомах могут синтезироваться как фаговые, так и бактериальные белки 
в зависимости от «посредника», с которыми они объединяются. Следова- 
тельно, именно «посредник» доставляет рибосомам специфическую програм- 
му синтеза [23]. 

В это время другой член нашей группы, Ф. Гро, уехал на несколько 
месяцев в Гарвард в лабораторию Уотсона. Скоро ему и его сотрудникам 
удалось продемонстрировать существование информационной фракции 
РНК у растущих бактерий и изучить ее свойства [24]. История открытия 
и изоляции посредника была описана Уотсоном [25]. 


ГЕНЕТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ И ЕЕ РЕГУЛЯЦИЯ: ОПЕРОН 


Эксперименты по переносу генетического материала с помощью конъю- 
гации не только заставили пересмотреть взгляды на механизм передачи 
информации, происходящей в ходе белкового синтеза, но также позволили 
изучить механизм регуляции этого синтеза. 

Наиболее поразительным в изучении двух систем — выделения фага 
лизогенными бактериями и индукции синтеза В-галактозидазы—было обна- 
ружение необычно высокой степени аналогии между ними. Оказалось, 
что, несмотря на очевидную разницу между продукцией вируса и синтезом 
фермента, синтез белка в обоих случаях находится под двойным генети- 
ческим контролем: с одной стороны, под контролем структурных генов, 
которые определяют конфигурацию пептидных цепей, а с другой сторо- 
ны — под контролем генов-регуляторов, связанных с этими структурными 
генами. Свойства мутантов показали, что в обоих случаях действие генов- 
регуляторов состоит в подавлении выражения структурных генов, кото- 
рое осуществляется путем образования некоторого цитоплазматического. 
продукта, называемого репрессором. Индукция синтеза (фага или фер- 
мента) также происходит в результате одного и того же процесса: подавле- 
ния ингибитора. Таким образом, к нашему удивлению оказалось, что эти 
два явления, изучавииеся в разных концах коридора, имеют в своей осно- 
ве принципиально общий механизм. Следует подчеркнуть, что эта анало- 
гия была неоценимой для нас. В биологии каждый материал имеет свои 
собственные достоинства и особое значение для каждого определенного ви- 
да экспериментов. Объединение двух систем значительно увеличило для 
нас возможности анализа полученных данных. 

Существование специфического ингибитора,  репрессора, привело 
к заключению, что аппарат, синтезирующий белок, должен иметь место, 
на которое действует этот репрессор, чтобы блокировать синтез. Сам реп- 
рессор можно рассматривать, как химический сигнал, посылаемый геном- 
регулятором. Для восприятия сигнала должен быть рецептор — специфич- 
ный и способный мутировать. В системе, которая обеспечивает индуци- 

бильный биосинтез ферментов, подавляя синтез в отсутствие индуктора, 
любая мутация, повреждающая один из элементов системы «передатчик — 
рецептор», должна приводить к конститутивному синтезу ферментов. 
Поэтому было трудно отличать мутации, воздействующие на «передатчик», 
от мутаций, воздействующих на рецептор, до тех пор пока мы не осознали, 
что это различение легко осуществить на диплоидах. Приведем в качестве 
иллюстрации простую аналогию. Рассмотрим дом, в котором открывание 
каждой из двух дверей контролируется маленьким радиоприемником. 
Далее, предположим, что где-то поблизости находятся два передатчика, 
которые посылают одинаковый сигнал, препятствующий открыванию две- 
рей. Если один из этих передатчиков поврежден, другой продолжает 
посылать сигналы, и двери остаются закрытыми. Поврежденный передат- 
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чик можно, следовательно, рассматривать как «рецессивный» по отноше- 
нию к нормальному. С другой стороны, если поврежден один из приемников, 
он больше не отвечает на сигналы передатчика, и дверь, которую он кон- 
тролирует (но только эта дверь!), открывается. Поврежденный приемник 
является таким образом «доминантным» по отношению к неповрежденному. 
Однако повреждение обнаруживается только с помощью той двери, кото- 
рую он контролирует. Используя генетическую терминологию, можно 
сказать, что мы имеем здесь дело с цис-эффектом, а не с транс-эффектом 
[26]. 

Таким образом, в принципе можно, используя диплоидную бактерию, 
отличать среди конститутивных мутаций мутации, обусловленные повреж- 
дением гена-регулятора, и мутации, обусловленные повреждением рецеп- 
тора. Мутанты фага, соответствующие обоим этим типам, были известны 
давно, но их природа стала понятной только в свете этой схемы. Сущест- 
вование таких мутаций у фага навело нас на мысль поискать у бактерий 
аналогичные мутации, воздействующие на ферменты системы лактозы. 
Очевидно, для этой цели нужны были диплоидные бактерии. Хотя при 
конъюгации и образуются временные диплоиды, их получение и анализ 
очень сложны. Однако некоторые наблюдения, сделанные незадолго до 
этого Адельбергом, показали, что половая эписома ЕЁ, которая управляет 
конъюгацией у ЕЁ. со1, может при определенных условиях включать, а за- 
тем реплицировать небольшой фрагмент бактериальной хромосомы [27]. 
Используя серию штаммов, у которых половая эписома была прикреплена 
к различным точкам бактериальной хромосомы, нам удалось изолировать 
эписомы, которые включили соседний фрагмент хромосомы. Бактерии, 
несущие такую эписому, становятся стабильными диплоидами по неболь- 
шому генетическому участку, так что легко получить все возможные ком- 
бинации аллелей на этом участке [28]. 

Сконструировав необходимый для анализа генетический инструмент, 
мы приступили к получению при различных условиях целои серии мутан- 
тов, обладающих конститутивным синтезом ферментов системы лактозы, 
чтобы затем подвергнуть их функциональному анализу. Эти мутанты, как 
было показано, принадлежали к двум, четко отличающимся группам. 
Мутанты внутри каждой группы обладали свойствами, предсказанными 
для случаев повреждения «передатчика» и «рецептора» соответственно. 

Многие из этих мутаций оказались рецессивными по отношению к алле- 
лям дикого типа. Они ВЫЯВИЛиИ существование «передатчика», т. е. гена- 
регулятора. Свойства некоторых из этих мутантов привели к непрямому 
обнаружению репрессора, продукта тена-регулятора [29]. Более подроб- 
но это обсуждается в лекции 7(. Моно. 

Мутанты второй группы оказались доминантными по отношению к дико- 
му аллелю, и только те гены, которые находились в одной и той же хромо- 
соме, т. е. в цис-положении, проявлялись конститутивно. Эти мутации 
позволили обнаружить рецептор репрессора, названный оператором [30]. 

В результате изучения этих мутантов возникло представление о том, 
что у бактерий генетический материал организован в единицы активности, 
названные оперонами, часто более сложные, нежели ген, представляющий 
собой единицу функции. Действительно, в системе лактозы известно три 
белка; три гена, управляющие их структурой, располагаются рядом друг 
с другом на небольшом участке хромосомы с оператором на одном конце 
(рис. 41). Конститутивные мутации, обусловленные изменением как опера- 
тора, так и регулятора, всегда обнаруживают замечательное свойство 
плейотропии, т. е. они воздействуют одновременно и в одинаковой степени 
на все три белка. Регуляторная цепь должна, следовательно, действовать, 
как единая структура, содержащая информацию, которая определяет 
последовательность аминокислот этих трех оелков. Этой структурой могла 
быть только или сама ДНК, или «посредник», общий для всех трех генов. 
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РИС. Х1-1. 
Лактозная область Е. сой 


Окружность изображает хромосому Е. сой и положение лактозной об- 
ласти (Гас) среди других [маркеров. Внизу область Гас изображена в 
увеличенном! (виде: # — ген-регулятор; о — оператор; р — промотор; 
2 — структурный ген В-галактозидазы; у — структурный тен; В-галак- 
тозидпермеазы;; Ас — структурный тен В-галактозидтрансацетилазы. 
ктурные гены синтезируют, по-видимому, только одну мРНК 
нец которой, вероятно, обращен к оператору). При соединении 
мРНК с рибосомами образуется полисома, на которой протекает син- 
тез различных [пептидных ‘цепей (М-конец, очевидно, соответствует 
узастку, примыкающему к оператору). Ген-регулятор образует специ- 
фический пепоессор, который, действуя на уровне (оператора, бло- 
кипует образование мРНК, а тем самым {и;[белков. В-галактозидные 
инпукторы. взаимодействуя с репрессором, Линактивируют его, [благо- 
даря чему обеспечивается образовавие'мРНК, а следовательно, и бел- 
ков, контролируемых данным опероном 








Дальнейшее подтверждение эта идея получила благодаря фактам, которые 
наблюдались при мутациях, воздействующих на структурные гены систе- 
мы лактозы. В то время как некоторые из этих мутаций подчинялись пра- 
вилу Бидла и Татума «один ген — один фермент» в том смысле, что они 
нарушали только один из трех биохимических процессов, другие не под- 
чинялись этому правилу, воздействуя на несколько генов одновременно 
[31, 32]. 

Понятие об опероне как о группе смежных генов, контролируемых 
общим оператором, объясняло, почему гены, определяющие ферменты 
одного и того же биохимического процесса, почти всегда находятся У бак- 
терий рядом, как наблюдали Демерец и Гартман [33]. Кроме того, оно 
объяснило согласованность производства ферментов, обнаруженную в неко- 
торых биохимических процессах [34]. Хотя сначала концепция оперона 
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основывалась исключительно на генетических критериях, теперь она 
включает также биохимические критерии. Имеется ряд эксперименталь- 
ных данных, как генетических [32,35], так и биохимических [36 |, свидетель- 
ствующих в пользу того, что оперон вырабатывает единый «посредник», 
который оседает на рибосомах и образует ряд полипептидных цепей, опре- 
деляемых различными структурными генами оперона. 

Следовательно, мы можем представить себе действие генома Е. сой 
следующим образом. Проявление генетического материала требует постоян- 
ного притока нестабильных «посредников», которые диктуют рибосомам 
специфический состав белков, подлежащих синтезу. Генетический материал 
состоит из оперонов, каждый из которых содержит один или более генов. 
Каждый оперон дает начало одному «посреднику». Активность оперона 
подавляется регуляторными «петлями», состоящими из трех элементов: 
ген-регулятор, репрессор, оператор. Специфические метаболиты действуют 
на уровне этих «петель» и играют роль сигналов, которые в индуцибиль- 
ных системах инактивируют репрессор и, следовательно, допускают обра- 
зование «посредника» и в конечном счете белка, а в репрессивных систе- 
мах активируют его и, следовательно, блокируют образование «посредника» 
и белка. Согласно этой схеме, только часть генов клетки может действо- 
вать в каждый данный момент, тогда как другие остаются зарепрессирован- 
ными. Сеть специфических, генетически  детерминированных ЦИКЛОВ 
избирает в каждый данный момент определенные сегменты ДНК, подле- 
жащие транскрипции в «посредник» с последующей трансляцией в белки 
в соответствии с действием химических сигналов, приходящих из цито- 
плазмы и окружающей среды. 

Представление о генетическом материале как о линейно упорядоченной 
последовательности оперонов, чья активность регулируется особыми 
участками-операторами, сразу же дало возможность сделать предсказание, 
поддающееся точной экспериментальной проверке: если в результате 
хромосомной перестройки какие-либо структурные гены отделятся от свое- 

го оператора и присоединятся к другому оперону, управляемому другим 
оператором, то их активность должна подчиниться новой системе регуля- 
ции. Но в течение некоторого времени не было возможности провести 
подобный эксперимент: в результате определенных мутаций некоторые 
тены удалось отделить от их операторов, однако эти гены оказались при- 
крепленными к неидентифицированному участку хромосомы и подчинялись 
неизвестной системе регуляции [37, 38]. 

Только недавно, используя бактерии, диплоидные по выбранному 
участку, удалось получить слияние оперона лактозы с другим известным 
опероном Ё. сой [39]. Число известных локусов на бактериальной хромосо- 
ме пока невелико; еще меньше мы знаем таких генов, чья активность может 
изменяться под действием внешних метаболитов. Любая делеция, кото- 
рая объединяет два таких района, вероятно, затронет относительно большой 
участок хромосомы и, следовательно, может включить ген, необходимый 
для роста или деления. У гаплоидной бактерии такая делеция будет, естест- 
венно, летальной. С другой стороны, у диплоидной бактерии удалось изо- 
лировать целую серию делеций, охватывающих от 50 до 80 генов. С одного 
конца эти делеции завершаются в районе гена, контролирующего струк- 
туру В-галактозидазы, а с другого — различными участками хромосомы. 
Некоторые из делеций оканчиваются в одном из двух цистронов, принадле- 
жащих пуриновому оперону, оставляя второй цистрон нетронутым 
(рис. 2). У этих мутантов синтез двух белков лактозного района, опреде- 
ляемых двумя генами, незатронутыми делецией, больше не индуцируется 
В-галактозидами. Такой результат не является неожиданным, так как 
делеция разрушила оба элемента (регуляторный ген и оператор), ответ- 

ственные за специфическую регуляцию системы лактозы. В то же время 
синтез этих белков репрессируется при добавлении пуринов. Отсюда ясно, 
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РИС. Х1-2. 


Делеция, соединяющая фрагмент лактозного оперона с фрагментом пуринового 
оперона у Е. сой. 

В верхней части схемы изображена диплоидная гетерозиготная структура, возникшая в результате 
включения значительного фрагмента хромосомы в половую эписому путем рекомбинации. Заштрихо- 
ванный участок в средней части схемы изображает зону, затронутую делецией в эписоме. Нижняя 
часть схемы изображает структуру, образовавшуюся в результате делеции. Последняя соединила 
концевой фрагмент гена = (контролирующего В-галактозидазу) с начальным фрагментом гена Рих В 
(контролирующего один из ферментов биосинтеза пуринов). В результате образовался новый оперон, 
в который вошли: ген Риг а (контролирующий белок, который Участвует в биосинтезе пуринов); 
структура, состоящая из фрагмента гена 2 и фрагмента гена Ри В(по всей вероятности, определяющая 
образование гибридной пептидной цепи, у которой последовательность на М-конце контролируется 
фрагментом гена Риг В, а последовательность на С-конце — фрагментом гена =); ген у (контролирую- 
щий В-галактозидпермеаву) и ген Ас (контролирующий В-галактозидтрансацетилазу). Проявление 


оперона подавляется пуринами, вероятно, на уровне пуринового оператора; последний чувствителен 
К репрессору, специфически активируемому пуринами [39] 


что благодаря делеции фрагмент лактозного оперона соединился с фраг- 
ментом пуринового оперона и в результате образовался новый оперон, 
который, по всей вероятности, образует единый «посредник», содержащий 
генетическую информацию для синтеза двух разных типов белков, участ- 
вующих как в биосинтезе пуринов, так и в использовании лактозы. Но 
регуляция синтеза этого информатора должна осуществляться оператором 
пуринового оперона, чувствительным к репрессору, активируемому пури- 
нами. 

Недавно с помощью того же метода были изолированы делеции, объ- 
единяющие лактозный оперон с опероном, контролирующим биосинтез 
триптофана [40]. Выражение генов лактозного оперона, не затронутых 
делецией, стало репрессироваться триптофаном; таким образом, тип регу- 
ляции, которому подчиняется выражение генов, принадлежащих к данно- 
му оперону, целиком зависит от оператора, т. е. от последовательности 
нуклеотидов, расположенных на проксимальном конце оперона. При этом 
не только природа метаболитов, от которых зависит регуляция, но и сам 
характер этой регуляции (индуцибильный или репрессируемый) опреде- 
ляется относительным положением генов на хромосоме и в особенности 
их связью с определенным оператором. Очевидно, только связи, наиболее 
благоприятные для организма, сохраняются отбором. 

Существование единиц активности регуляции, построенных в виде 
полицистронных оперонов, предполагает наличие в нуклеиновом тексте 
двойной системы пунктуации. Одна система пунктуации предназначена 
для расчленения длинной двойной цепи ДНК на транскрибируемые сег_ 
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менты, соответствующие оперонам: она 
обеспечивает процесс узнавания РИ*,- 
полимеразой тех точек, которые указы- 
вают, с какого места она должна начи- 
нать и где должна кончить считывание 
оперона, а также какую цепь ДНК ей 
надлежит считывать. При определен- 
ных условиях можно переместить лак- 
тозный оперон в другой участок хромо- 
сомы; эти вставки при внедрении в но- 
вое место могут быть ориентированы 
по-разному [40]. Следует отметить, что 
в случае инверсии из-за 3’,5’-поляр- 
ности нитей ДНК последовательность, 
транскрибируемая в «посредник», долж- 
на измениться не только в отношении 
направления, но также в отношении 
нити ДНК, подлежащей считыванию 
(рис. 3). Однако при всех полученных 
перестановках лактозного оперона его 
проявление не зависит от того, про- 
изошла ли инверсия или нет. Следова- 
тельно, следует принять, что 1) вся ге- 
нетическая информация Е. сой не обяза- 
тельно содержится в одной и той же 
нити ДНК; 2) генетический сигнал дол- 
жен указывать не только начало оперо- 
на, но и направление считывания; 
3) другой сигнал должен отмечать ко- 
нец оперона. Если 2 оперона противо: 
пол ожной ориентации находятся в смеж- 
ном положении, то при отсутствии сиг- 
нала «конец транскрипции» считывание 
одного оперона может продолжиться 
вдоль другого, при этом будет считы- 
ваться та нить ДНК, которая в норме 
не подлежит считыванию . 

С помощью второй системы пунк- 
туации осуществляется расчленение «по- 
средника» на участки, соответствую- 
щие различным пептидным цепям, опре- 
деляемым генами данного оперона. Эта 
пунктуация служит сигналом для систе- 
мы трансляции (рибосомы, тРНЁ и 
т. д.), разграничивающим амино-(№) и 
карбоксильный (С) концы каждой пеп- 
тидной цепи. -. 

Анализ ‘серии делеции в системе 
лактозы Ё.соЙ показал, что оператор 
расположен вне первого изве 








РИС. Х1-3. 


Схема изменения нити ДНК, подле- 
жащей считыванию, вследствие изме- 
нения полярности при инверсии 


Ас у 2 ро 
Е АН--ДИК 
АЛЛАЛЛААЛАЛАЛЛУМУУМУНЩИ мМ-РИК 


555555505 955555555 03555055055 596 Белок 


З5Ъ5УЗО5 555555555 9579555555 


РИС. Х14. 


Три возможных механизма действия 
оператора. 

А— оператор (о) транскрибируется и транс- 
лируется в белок; Б — оператор транскри- 
бируется, но не транслируется; В — опе- 
ратор не транскрибируется и не трансли- 
руется. Очевидно, что в зависимости от 
механизма действия оператора репрессор 
может действовать на уровне белка, мРНК 
или самой ДНК 


стного структурного гена оперона [44, 38]. 


От оперона он отделяется неким участком, названным промотором, который 
совершенно необходим для деятельности всего оперона [371. Промотор, 


возможно, соответствуе 
или трансляции. 
руется в пептидную 
в «посредник» и на к 
ника» или на уровне сам 


На одной из систем пунктуации для транскрипции 
Есть основания полагать, что сам оператор не трансли- 
цепь, но мы еще не знаем, транскрибируется ли он 
аком уровне деиствует репрессор: на уровне «посред- 
ой ДНК (рис. 4). Невозможно обсудить здесь 
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подробно экспериментальные данные и гипотезы [20, 32, 42], касающиеся 
места действия репрессора. Однако сходство результатов, полученных 
недавно в различных лабораториях [43], показывает, что синтез «посред- 
ника» с его 5’-фосфатного конца, так же, как синтез первой пептидной цепи 
с ее М-конца, начинается с того конца оперона, где находится оператор. 
Простейшая гипотеза, хорошо согласующаяся с результатами генетичес- 
кого анализа (в частности, с изучением делеций, охватывающих различные 
сегменты в районе оператора), предполагает, что промотор соответствует 
транскрипционной пунктуации, обеспечивающей для РНК-полимеразы 

сигнал начала синтеза «посредника» для этого оперона на одной из двух 

цепей ДНК; в таком случае оператор не транскрибируется в «посредник», 

а репрессор может действовать только на уровне ДНК. Это объяснение 

кажется теперь наиболее вероятным для генетика, но ясно, что, как обыч- 

но, последнее слово будет принадлежать химикам. 


ОРГАНИЗАЦИЯ ГЕНЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА 
В БАКТЕРИАЛЬНОЙ КЛЕТКЕ: РЕПЛИКОН 


Генетический анализ вскрыл логику процессов, вовлекаемых в регуляцию 
белкового синтеза, показав, что эти процессы складываются из элементов, 
которые могут связываться различным образом в соответствии с потребно- 
стями клетки. Разумно было бы предположить, что аналогичные процессы, 
построенные на тех же принципах и использующие сходные элементы, 
могут принимать участие и в других видах клеточной регуляции, в частно- 
сти, в управлении репликацией ДНК согласованно с клеточным делением. 

Системы, участвующие в репликации ДНК, действуют в клетке, веро- 
ятно, более сложным образом, чем когда они изолированы в пробирке. 
Имеется ряд экспериментальных доказательств в пользу полуконсерватив- 
ного механизма репликации, предсказанного Уотсоном и Криком на осно- 
ве их модели. Благодаря работам Корнферуа [44] и его сотрудников стал 
известен фермент, полимеризующий дезоксирибонуклеотиды в порядке, 
который диктует ему участок ДНК, служащий шаблоном. Однако если 
фрагмент бактериальной ДНК переносится в реципиентную бактерию при 
трансформации или неполной конъюгации, то этот фрагмент сам по себе 
не способен к репликации. Он может реплицироваться только после его 
интеграции с какой-либо генетической структурой бактерии-хозяина 
в результате рекомбинации. Структуры, в которые организована ДНК 
бактерии, значительно проще соответствующих структур, имеющихся 
У высших организмов. Вся основная информация о росте и делении бак- 
терии сосредоточена в одной из этих структур, именуемой бактериальной 
хромосомой. Кроме того, в бактериальной клетке могут находиться менее 
существенные структуры — эписомы [16]. 

Различные работы показали, что наиболее хорошо изученный из этих 
элементов — хромосома ведет себя генетически, биохимически и струк- 
турально как отдельный, составляющий единое целое элемент. Она состоит, 
вероятно, из одной двойной цепи ДНК, возможно, сомкнутой в виде кольца 
[45]. Репликация начинается в одной определенной точке молекулы и рас- 
пространяется затем вдоль хромосомы до тех пор, пока не достигнет опять 
этой начальной точки [45, 46]. В нормальных условиях роста новый цикл 
репликации не может начаться до завершения предыдущего [47]. 

Хотя другие генетические элементы бактерий менее хорошо изучены, 
их свойства, вероятно, аналогичны. Таким образом, генетический аппарат 
бактерии можно представить себе как систему, состоящую из отдельных 
структур, каждая из которых построена из «молекулы» ДНК той или иной 
длины, имеющей кольцевую структуру. 

Бреннер и я попытались объяснить регуляцию синтеза ДНК с помо- 
щью процессов, сходных с процессами, осуществляющими контроль белко- 
вого синтеза [48]. Для этого нам пришлось предположить, что каждая гене- 
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РИС. Х1-5. 
Слева: срезы 


мбране при помощи мезосомы (М). 
мин в 0,5М раствор сахарозы; мезосомы 
они потянули за собой нуклеоиды 
непосредственно соединены с кле- 


В. зифийз; нуклеоид прикреплен к ме 
Справа: срезы В. зифиИз, помещенные на 30 
«вытолкнуты» из цитоплазмы; сократившись, 
(№; при этом обнаруживается, что они, по-видимому, 
точной мембраной 


И. Гершкович 












































С ее 


РИС. Х1-6. 


хема репликации ДНК У бактерий 
Бактериальная клетка соде] 
му» и половую эписому Е 





кит две независимые единицы: «хромос 
ги два репликона прикреплены к 
в двух различных участках. На о вленном этапе цикла деления 
мембрана передает ка: му репликону сигнал о начале репликации 
Репликация развивается линейно, причем каждый репликон медленно 
поворачивается перпен; дикулярно мембране, в которой, как полагают, 
аходится ферментный комплекс, ответственный за репликацию. В ре- 
ьтате образуются два экземп тяра каждого репликона, прикреплен- 
тые к мембране друг возле друга. Синтез мембраны начинается, веро- 
но, между точками прикрепления каждого Грепликона.1 10- 
следние расходятся {при [этом в противоположные стороны, а между 
ними образуется перегородка. Новый цикл репликации не начинается 
то тех пор, пока мембрана, восстановившая свое первоначальное состо- 
яние после деления клетки, не пошлет новый сигнал. Процесс изло- 
жен со следующими упрощениями: (1) так {как репликация ДНК на 
один цикл опережает деление, клетка в действительности содержит ет 
2 до 4 нуклеоидов (а не от 1 до 2); (2) каждый этап заканчивается до 
того, как начнется следующий [4$] 





мбране 













тическая структура составляет единицу репликации, или репликон, кото- 
рый содержит генетические детерминанты, контролирующие его собствен- 
ную репликацию. Исходя из этой гипотезы, можно предсказать: 

1. Если каждый элемент содержит какие-то генетические детерминанты, 
регулирующие его собственную репликацию, то должны существовать 
мутанты, у которых эта регуляция нарушена. Действительно, для всех 
трех изученных структур — бактериальной хромосомы, половой эписомы 
и фага —можно получить мутации, которые нарушают репликацию мутн- 
ровавшего элемента и не затрагивают репликацию остальных [491. При- 
рода и свойства этих мутаций показывают, что они каким-то образом 
изменяют некий диффундирующий продукт, ОО: в Ор Оден У - у 
на пунктуацию репликона, т. е. на и Ва ира ь 
нуклеотидов, запускающую процесс репликации. ак то: а радия 
начинается, система реплицирует всю ОВ о У 
К этой пунктуационной отметке. Но если при Сола ет ‚регуляция 
Является, по всей вероятности, негативной или и НА 
ве ДНК, как показывают имеющиеся с а И . 
элементы, т.е. такие, которые, действуя ва Д о и нЕ ы 

р. д к ли бактерий легче всего объяснить, если при 
НЯ ое ов прикрепляется к бактериальной мембране вбли- 

ТЬ Л Э ма я а и по 
Зи а во время конъюгации . _— Дик ры о 
ма. Далее, чтобы объяснить, как происходит и бактериям `обравую- 
Кации и т еделение двух кОний ДН а сего предположить р что 
Щимся г : та клеточног прое е СЕ Е 
ве к в результате к я к бактериал и мембране. 

клеточные репликоны р оединения двух копий ДНК 
Менно синтез мембраны межд 
"'спечивает их нормальную © 













о деления, 
икрепляются 
у точками прис 
егрегацию. 





Работы А. Райтера по электронной микроскопии нуклеоидов У Васи. 
из зи ИИ [50] подтвердили правильность этого предположения. Каждый 
из этих нуклеоидов кажется прикрепленным к «мезосоме» (структуре, об- 
разованной внячиванием мембраны; рис. 5 и 6). Более того, окрашивая 
мембрану одной из солей теллура, можно показать, что синтез мембраны не 
идет равномерно по всей поверхности клетки, а происходит преимущест- 
венно в зонах, ограниченных точками прикрепления нуклеоидов. Таким 
образом, вероятно, именно рост мембраны обеспечивает отделение и рас- 
хождение структур, образующихся в результате репликации. Наконец, 
Ф. Кузен показал, что такие два независимых репликона, как хромосо- 
ма и половой фактор, не расщепляются независимо во время деления бак- 
терии [51 ], а остаются связанными. Вероятно, обе эти структуры связаны 
с одним и тем же элементом, возможно с одним и тем же участком мемб- 
раны, который остается неизменным в течение роста и деления клетки и, 
следовательно, образует истинную единицу расщепления, аналогичную 
хромосоме высших организмов. 

3. Чтобы объяснить согласованность между репликацией ДНК и рос- 
том и делением бактериальной клетки, нужно принять, что репликация 
ДНК иее регуляция осуществляется на мембране. Об этом свидетельствуют 
некоторые явления, наблюдаемые в ходе конъюгации бактерий: в момент 
слияния мужской и женской клеток (по всей вероятности, в результате 
реакции, происходящей на их поверхности) в мужской клетке каким-то 
образом включается цикл репликации. Одна из структур, синтезируемых 
в результате репликации, остается в мужской клетке, а другая постепенно, 
но мере ее формирования, переносится в женскую [52]. В дальнейшем пред- 
ставление о том, что синтез ДНК происходит на мембране, получило неко- 
торые биохимические подтверждения [53]. 

Таким образом, мы приходим к заключению о том, что генетический 
аппарат бактерии состоит из кольцевых молекул ДНК, представляющих 
собой независимые единицы репликации. Эти структуры присоединяются 
К элементам клеточной мембраны; последняя управляет их репликацией 
в строгом согласовании с ростом клетки, которое обеспечивается системой 
регуляции. Основная генетическая информация содержится в самом боль- 
шом репликоне, но к ней может подключаться дополнительная информация 
путем прикрепления к мембране других репликонов. Возможно, что один из 
наиболее важных этапов перехода от клеточной орг 
к таковой эукариотов состоял во впячивании мембраны с последующей 
дифференциацией специализированных органелл (митохондрий, генетичес- 


кого аппарата), чьи функции первоначально выполняла клеточная мем- 
брана. 


Замечательно, что изучение бактериальной клетки п 
нанию за мембраной столь важной роли в коор 
клетки, тогда как подобные заключения уже бы 


анизации прокариотов 


ривело нас к приз- 
динации роста и деления 
ли сделаны при изучении 
ния, связанные с межклеточ- 
У высших организмов кле- 
ировать размножение клеток 


нию с бактериальными, мы должны признать 
Систему молекулярной связи между клеточной 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Две химические функции ДНК (транскрипция, т. 
ее нити в последовательность рибонуклеотидов, и р 
рование обеих нитей в последовательность дезоксирибонуклеотидов) кон- 
тролируются системой специфических молекулярных взаимодействий, 
определяемых генами. Таким образом, информация, записанная в генети- 


в. копирование одной 
епликация, т. е. копи- 
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ческо! 


заклю 
и цитс 
можно 
рован: 
толькс 
и гене: 
кого м 
лось в 
ванны? 
вещест 
и, слел 
может. 
га [54] 
ние ре: 
просты! 
а механ 
вательн 
с текст. 
нужно | 
формац 
результ 
среды. 
Разу 
ние рег: 
молекул 
регуляц; 
изолиро! 
жет фор 
Мы не з 
и объеди 
клеточнь 
как моле 
дей. Одн 
шить бис 
химии и 


ЛИТЕ! 


1. 5, ЖШ 
2. У. Геае 


> 
5 
Е 


10. 5. Вепае 

Ва! то! 
11. Е. М. Е 
12. Е. Г. И% 
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ческом материале, содержит нет 


программу координирования с 
ее выполнения. 


олько структурный план клетки, но и 
интетических процессов, а также средства 


деланного генетикой микроорганизмов 
| роблемы взаимодействия между генами 


только теперь благодаря раск 
и генетического кода. С друго 
кого материала подвержено вн. 


ешнему влиянию. Десять лет назад еще каза- 
лось возможным, что при оп 


о ределенных процессах (таких, как индуциро- 
ванный биосинтез ферментов или антител) присутствие специфических 
веществ может модифицировать синтез белков, определять их структуру 
и, следовательно, изменять их свойства. Окружающая среда, казалось, 
может оказывать «инструктивное» действие на гены (выражение Ледербер- 
та [54]) и, следовательно, изменять смысл генетического текста. Исследова- 
ние регуляторных процессов показало, что эти вещества служат лишь 
простыми стимуляторами: они действуют на сигналы начала синтеза, 
а механизм и конечный продукт синтеза полностью определяются последо- 
вательностью нуклеотидов ДНК. Если нуклеиновое сообщение сравнить 
с текстом книги, то регуляторная система определяет, какую страницу 
нужно читать в каждый данный момент. При реализации генетической ин- 
формации (так же как и при ее репродукции) адаптация является скорее 
результатом селективного, а не инструктивного действия окружающей 
среды. 

Разумеется, генетический анализ может только указать на существова- 
ние регуляторных связей. Для того чтобы раскрыть те специфические 
молекулярные взаимодействия, на основе которых осуществляется эта 
регуляция, необходим химический анализ этих явлений. Еще не было 
изолировано ни одного репрессора, и природа комплексов, которые он мо- 
жет формировать с оператором или метаболитами, остается неясной. 
Мы не знаем, как молекулы находят друг друга, как узнают друг друга 
и объединяются для создания регуляторной системы или образования таких 
клеточных структур, как мембрана, митохондрии, хромосомы. Мы не знаем, 
как молекулы передают сигналы, которые изменяют активность их сосе- 
дей. Однако ясно, что проблемы, которые должны в ближайшие годы ре- 
шить биология клетки и генетика, все более сливаются с проблемами био- 
химии и физической химии. 


ЛИТЕРАТУРА 


1. 5. Е. Гима а. М. РетйсЕ. Сепейсз, 1943, 28, 499. 

2. У. Гедетфегк а. Е. Г. Тайит. Маше, 1946, 158, 558. 

3. М. РефгйсК а. И’. Т. Вайеу. Чт. Со Бргше” НагЬог Зушр. Опапв. В10|., 1946, 
И, 33. 


14., р. 67. 
ы о а ия ве М. МсСату. 7. Ехр. Мед., 1944, 79, 137. 
6. А.Р. Негзйеу ап М. Свазе. 1. Сев. РВуз1ю]., 1952, 36, 39. 
7. 7. р. Иизоп ава Р. Н. С. Снейк. Мафите, 1953, 471, 737. 
8. С. М. Веаше апа Е. Г. Тайит. Ргос. Маф. Аса4. 5е1. 0. $., 1941, 21, 499. 
9. Л. Геетбега. т.: «Ме одз Ш Мед1са] Везеагсв», 7. Н. Сошгое, 1т. (Е4.) СЫсаро, 


1950, 3, р. 5. Ч зы | уы 
10. 5. Веплег 1п: «Тве СВешиса] Вазез оЁ Негед Шу», \У. О. МсЕпоу а. В. С1азз (Е4з). 


Ва! шоте, 1957, р. 70. к 
11. Е. М. Гедетьеге ап 7. Гедетфегк. бепейс, 1953, 38, 51. 
12. Е. Г. УоПтап. Ап. 36. Равеиг, 1953, 84, 281. 
673 


43 И. Гершкович 





43. №. Науез.: Са Зргше Нагрог Зушр. Опапф. В1ю|., 1953, #8, 75. 
44. Е. Тасоь апа Е. Г. ТоИтап. Сотрё. Веп@., 1954, 239, 455. 
45. Е. Г. ТоИтап ава Г. УТасоб. П59., 4955, 240, 2449. 


16. Р. Ласоь апа Е.Г. оИтап. Зехиа!у ап Ве Сепейсз оЁ Васета. М. У., 
1961. 


А7. А. В. Рагаее, Р. Ласоб, Г. Мопоа. 7. Мо. В1ю|., 1959, 1, 165. 

4185 Ты . СЬготозота, 1940, 1, 562; Л. Втасйей. Ептутоюза, 1941, 10, 87; 

* Е. НОС, Се. а. Зос. Ехр. В101., 1958, 12, 138; В. В. Вофегаз. Масгозота] 'Раг- 
1с]ез апа Ргофеш Зупез!з Мех Уогк, 1958; А. Т1зз2тез, Л. О. И’азоп, О. 5сШез- 


прег, В. В. Нойтвшот. Т. Мо].\ В1ю]., 1959, 1,4224; С. Г. азетп а. М. Ме- 
5е1з0п Г14., 1960, 2, 153. 


19. М. Виеу, А. В. Ратаее, Р. Гасоб. Г. Мопоа. 1. Мо]. В1ю., 1960, 2, 246. 


20. Р. Тасоф а. Г. Мопоа. Пы4., 1961, 3, 318. 

21. А. О. Негзйеу, Г. Питзоп, М. Спазе. Т. Сеп. РБуз10[., 1953, 36, 777. 
22. Е. Уойт а. Г. Азтасвап. Утоору, 1956, 2, 149. 

23. 5. Втеппег, Е. Тасоф, М. Мезейзоп. Мате, 1964, 190, 576. 

24. Е. @тоз, И’. СИЪете. Н. Н!вИ а. оф. ПЫЧ., р. 581. 

25. Г. 2. Иаёзоп. ш: Гез Рих М№оБез еп 1962. З4фоскВоНиа, 1963, р. 155. 
26. С. Ротесогоо. А4уапсе Епхуто]., 4952, 13, 124. 

21. Е. А. Адееге а. 5. №. Витпз. 7. Васег1о]., 1960, 79, 324. 

28. Р. Ласоб а. Е. А. Ааееги. Сотру. Вепа., 1959, 249, 189. 

29. С 


.‚ ИШ5оп, О. Реггт, М. Сойп а. о\\. 7. Мо]. В1ю., 1964, 8, 582; 5. Воигвеоёз, М. 
Сорт, Г. Отве. ТЫ4., 1965, 14, 300. 


. Е. Тасоб, О. Реггт, С. бапсйез, Л. Мопо4. Сотр+. Вепа., 1960, 250, 1727. 


. Е, Тасоф. Г. Мопоа. Со]4 Зргше НатЬог Зушр. Опаюё. В1ю|., 1964, 26, 193; 
М. Егапют а. 5. Е. Гича. Утоову, 1961, 15, 299. 


ь Е Атез а. Р. Наттап. Со]4 Зргтв НагЪог Зушр. Оцапу. В1ю1., 4963, 28, 


. М. Рететеё а. Р. Наг{тап. Апп. Веу. М1сгоБ1о|., 1959, 43; З15. 
. В. М. Атез а. В. бату. Ргос. Маф. Асад. $1. 9.5., 1959, 45, 1453. 
. Л. В. Вескрив. Тш: Элтасбаге ап@ Еипсйоп оЁ {Ве Сепеыс Мацег!а1. 1964, р. 119. 


36. @. А ната, 5. Маопо, Г. Воишлёте а. ов. Соа 


Зргша НагЬог $ . Опапф. В10|., 
1963, 28, 363; В. бийтат ап4 А. Моск. 1 28, А 


4., р. 373; В. @. Магит. ПЫ4., р. 3578 

5. брёедейтап а. Науаз. Пу4., р. 164. 

37. В. М. Атез, Р. Начтап, Е. Ласоь. 7. Мо]. В101., 1963, 7, 23; А. Ма1зизито, 
5. Ко, Л. Г1о а. оф. ВтосВет. В1орБуз. Вез. Соштип., 4962, 9, 204. 

38. Р. Ласоб, А. ИИтапп, Г. Мопоа. Сотшрё. Веп@., 4964, 258, 3125. 

39. Р. Ласоф, А. ОИтапп, Г. Мопоа. 1. Мо. В1о1., 1965, 13, 704. 

40. Л. Н. ВескшИВ а. Е. 51пщег. Мапазсг!рё шт ргерага оп. 

41. Л. В. Вескшив. 1. Мо]. В10]., 1964, 8, 427. 

42. Г, 


. 52Иата. Ргос. Маф. Аса4. 51. 0.5., 1960, 46, 277; С. 5. бете. Зе1епсе, 1964, 
144, 816; У. К. Мааз ап Е. МсКаИ. Апп. Веу. МасгоЫо|., 1964, 18, 95. 
43. В. Г. ботегоШе а. С. Уапо]зку 


. 7. Мо]. В1ю1., 1964, 8,616; @. 5агеёзткег. Мепде! 
урона оп Фе Мшайопа]! Ргосезз, Ргарие 1965, 


1 шт еее Н. Втетег. 

. И. Коптаа, К. батез, ©. 5. бета. 1. Мой. В1ю., 1965, 13, 540; Р. Гтатоюо, 

№. Моткаша, К. балю. ПУ4., р. 169; 0. Майта ап4 Л. Нити. Ргос. Маф. Аса@ 
Зе. 0.5., 1965, 54, 815; М. ба/аз, М. А. 5тиь. И’. М. 51атеу, Уь. 


‚ а. ой. 7. 
В1о|. Свеш., 1965, 240, 3988; В. Е. Твас№, М.А. Сесете а. о. Ргос. Ма Асад. 
5е1. Ц. 5., 1965, 54, 1467. 


44. А. КотпВегк. ш: «Тез рых поре] еп 1959». ЗбосквоНиа, 1960, р. 165. 

45. Л. Сатпз. 7. Мо. В1ю., 1963, 6, 208. 

46. №. биеока ап Н. Уозыкалша. Со]4 ЗргтЕ НагЬог Зутр. Опап+. В1ю1. 14963 7: 
Е. Волрое] {ег а. А. (цегег. 7. Мо. В1а., 1963, 7, 534. { ое 

47. 0. Мааше. С0]4. Зргтя НагЬог Зушр. Очапе. В10]., 1961, 26, 45; в. Н. Ре 
срата а. К. С. Гагка .Т. Мо|. В1о., 1964, 9, 288. у ги 


48. Е. ТасоЬ, 5. Втеппег, Е. Сишт. Со]4 Зргте НатЬог Зушр. Оцапе. В1о1., 1963, 28, 
329. ь 


674 








49. М. Ко! 


Е. Сиз 
Е. ас 
50. А. Вув 
51. Е. Сия 
52. Р.Ш. 6 
1965, |! 
1965, 9 
53. А. 7 
824. 


54. /. Геде 


49. М. Комуата, Н. Гат]тот, 5. Втеппег, Е. Тасоь. Сотрё. Веп., 1963, 257, 1979; 
Г. Сизит а. Е. ТасоЪ. Ргос. пиегпа. Сопрт. Сепей. 1148, Га Нарие, 1963, 1, р. 40; 
Р. ТасоЬ, С. Риегз!, Е. Г. ТоИтап. Апп. 136. Разеиг, 1957, 93, 724. 

50. А. Вуёег а. РЁ. Ласоь. Апп. п. Разцеиг, 1964, 107, 384. 

51. Р. Сизт а. Р. Ласоь. Сотрь. Вепа., 1965, 260, 54414. 


52. Р. О. Стозз а. Г. @. Сато. Зеепсе, 1965, 150, 1679; М. Реазв пе. 7. Мо|. В1ю., 
1965, 11, 829; А 


- А. ВИикота, 5. Е. Вгемег, У. А. Гапзоь. 1, УегегЬипрз1., 
1965, 95, 267. 


53. А. Т. бапезап а. Г. Геаетфетв. Влосвет. В1орБуз. Вез. Сошшип., 4965, 18, 
824. 


54. Л. Гедетфетв.`Т. СеЙ. Сошр. Рьуз10., 1958, 52 (ЗиррИ. 1), 398. 





ПРЕДМЕТНЫЙ УКАЗАТЕЛЬ * 


Автолиз 344 
агар 308, 320, 322 
агглютинация 64, 65 
адаптерная РНК (см. РНК транспорт- 
ная) 
адаптивная ценность (см. также потен- 
циал размножения) 248, 259 
адениловая кислота 442 
аденил-сукциназа 423 
аденин (6-аминопурин) 274, 272, 277, 
297, 404, 408, 409 
— 2-метил 272 
аденозин 405 
— аналоги 466 
аденозинтрифосфат (АТФ) 196, 292—295, 
293, 442, 463, 524 
адсорбция 522 
Аетофас1ет 466 
азот 196, 269, 270, 286, 287, 525 
азотистая кислота как мутаген 409 
акридины 332, 337, 340, 369, 407, 450 
активатор 398—400, 399, 414, 470 
актиномицеты 466 
актиномицин Д 377, 440, 444, 506 
алейрон 33, 33, 482 
алкаптон (гомогентизиновая кислота, 
2,5-дигидрофенилуксусная кислота) 
448, 418, 419 
алкаптонурия 447—420 
аллели 40 
— изоаллели 66, 67, 205, 397 
— множественные 64—69, 68, 72, 204, 
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анализ родословных 44 

анафаза 46, 17, 26, 27, 28 

анемия 

— Кули (большая талассемия) 46 

— микроцитемия (малая талассемия) 46,56 

— серповидноклеточная 78, 79, 79, 224, 
225,234, 428—431 

антибиотики 236, 320—322, 409, 423 

антигены 64, 65, 309, 373, 374, 514, 545 

антимутагены 404, 405, 414 

Апиттртит (львиный зев) 76, 77 

антисыворотка 64, 65, 309, 344 

антитела 64, 65, 515 
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генерация 288 

индуцированные 472 

клоны 320, 329 
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Вазс, ме 
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375, 389, 513 Е, 
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головка 353, 354, 506 
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круг хозяев 355 
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Р2 375 
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профаг 344, 349, 355, 468 
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репликация 412, 512 
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Вазс, метод 242, 243 

Вас из 344 

— м < ых 

— зиБНз 300, а 

белки 268, 269, 277, 278, 424, 522, 527 

ВТМ 378, 379, 379 

тистоны 268, 269, 506—508 

дефектные 444 

Вет ВОВ В 

протамины О 

а 196, 420, 444, 453, 454, 470, 512 

эволюция 523 

ензол 269, 270, 419 

-галактозидазы 474 

-галактозид-пермеазы 474 

бивалент 24, 26, 28 35, 546 

биномиальное распределение 535, 

биометрия 530—550 

биотин 325, 424 

бластула 542 

близнецы 44 ы 

— идентичные (однояйцевые, 

тотные) 45, 82, 83, 83 


) 355—357, 


р а 


РА т 


Он 


со © 
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изучение 44, 82—87 
конкордантность 

— по кори 86 

— по полиомиелиту 85 

— по туберкулезу 85 

— по шизофрении 86 
неидентичные (двуяйцевые, 

тотные) 45, 83 

близнецовые пятна"478, 479 

бляшка (стерильное пятно) 355—357 

ЪоБЪей (укороченные щетинки) 128, 208, 
209, 498 

бобы 10, 11 

ВопеШа 124 

браки кузенов 45, 223, 228, 232, 233 

браки полусибсов 222, 228 


ие Вгасну (короткохвостость), 


Е 


дизи- 


Валин 428, 453, 454 

вегетативное ядро 32 

Венера 526 

веретено 14 

— аппарат 14 

— нити 14 

— полюс 14 

— форма 513 

— экваториальная плоскость 414, 18 

вероятность 144, 147, 534 

Уфо 350 

«видимые» мутации!212 

видимый свет 193 

видообразование 260—263 

виды жизнеспособные 262 

виды перекрестно-оплодотворяющиеся 
257, 259, 260, 266 

вирус 278, 286, 402, 525 (см. также бак- 

териофаг) 

болезни Ньюкасла 377 

желтой мозаики турнепса 353, 377 
герпеса 402, 514 

гриппа! 377 

инфекционного ринотрахеита 465 
как мутагены 404—403 

кори 514 

кроличьей оспы 383 

морфология 353, 354 

обезьяний ЗУ, 402, 513 
осповакцины 281 

полиомиелита 377, 466, 467 

полиомы 513 

провирус 468 

реовирус 380 

саркомы Рауса (ВСР) 403, 468 

табачной мозаики (см. ВТМ) 
энцефалита 377 

витамин В: (тиамин) 424, 433 

Ува [аЪа (конские бобы) 466 

внешние условия 9, 78 

водород 270, 271, 521, 522, 525 

водородные (Н-) связи 283, 283, 284, 297, 
297, 298, 408, 409 

война ядерная 241 

ВТМ (вирус табачной мозаики) 357, 378— 
380, 378, 437, 466 


О А Е 


Газон бактериальный 322, 325 
талактозидазы 472 

гамета 13 

гаметогенез 498 

гаметофит 32 


гамма-лучи 193 
таплоид (моноплоид) 19, 415, 470 
гаструла 512 
гексаплоид 164 
Нехар{ега 463, 163 
телий 525 
гем 426, 434 
гемагглютинирующие факторы 377 
гемизиготность 99, 106, 128, 487 
гемоглобин 417, 426—434, 427, 431, 449, 
456 
— А (А1) 427—430 
— А, 429—430 
— биохимическая тенетика 425—434 
— молекулярная эволюция 434—433 
— пептидные цепи 427, 431 
— Е 430 
геморрагическая лихорадка 389 
гемофилия 102, 102, 149 
Неторьйиз 341, 363 
ген 40, 44, 47, 204, 243, 268, 424 
— активатор 399, 400, 470, 477, 484 
— аморфные 209 
— асинаптический 204 
т глаз дрозофилы 77, 209, 490, 
— биполярность 203, 204, 243 
— блоки 514, 542 
— ‚взаимодействие 56—59, 470—475, 
477—484, 485—493, 495—500 
— овнеядерные (внехромосомные) 368, 
383—395, 402 
— внутригенная рекомбинация 358—362 
— гипоморфные 209, 498 
— группы крови АВО 258 
— действие и полипептиды 447—435 
— действие и регуляция 470—519 
Ре и фенотипический эффект 
— диссоциатор 398, 402, 477 
— дифференцировка 512, 543 
— доза 209, 498 
— дозовый компенсатор 495—500 
— доминантный 42, 387 
— дупликация 434, 432, 432, 493 
— идентичный 204, 205, 493 
— инактивация 506 
— комплексы 245, 246, 246 
— красных глаз дрозофилы 77 
— летальный 77, 225 
— летальной полупрозрачности 78 
— модификации 205 
— мутатор 397, 403 
— неаллельные 492 
— неидентичные 204 
— неоморфные 209 
— нехромосомные 390, 391 
— новые 442, 415 
— области Гас 474 
— оператор 472—474, 525 
— первичная функция 425 
— примитивный 523 
— природа и характер передачи 40 
— развитие и действие 87—93, 544, 542 
— -— человека 115—149, 430, 495—497 
— расположение 141—149 
— регулятор 399, 470—475, 473, 481, 525 
— регуляция синтеза 462—468 
— рекомбинационный 128—131, 162, 205 
— репрессор 474, 472 
— рецессивный 42 
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— рост и действие 511—547 

—селферы 402 

— серповидноклеточности 428 

— способы обозначения аллельных пар 
125, 125 

— стабилизатор 400, 401 

— старые 408, 412 

— структурные 473, 475, 525, 527 

— супрессор 473 

— сцепление 128—132, 132, 436, 137 

— сцепление и перекрест 125 

— сцепленные с полом 97—4102, 107, 
137 

— трансформатор 114 

— Е 203, 204, 243 

— фенотипические эффекты 208—240, 
481, 485, 486, 511 

— функциональный 473, 475, 492, 527 

— функциональные формы 498 

— химическая природа 268—279 

— числа увеличение 186, 187 

— юношеской формы амавротической 
семейной идиотии 220 

генеалогия 44 

генеративное ядро 32, 33 

генерация 307, 324, 513 

генетика биохимическая 96, 417, 420 

— популяций 216—228, 234—242 

— человека (см. Человек) 

генетика передачи (трансмиссионная) 38 

генетика развития 87 

КСЯ отягощенность 231, 232, 234, 
238 

генетическая рекомбинация 43, 47, 128— 
131, 162—164, 383, 470, 492 

— и генетические карты 353—365 

— и конъюгация 324—329, 328 

наименьшая единица 362 

неаллельных генов 49—59 

при трансдукции 343—354 

при трансформации 309—345 

У бактерий 368—375 

У вирусов, содержащих РНК 377—384 

У фагов 353—365 

частота 148, 334, 359 

генетическая смерть 234—236, 244 

генетическая тонкая структура фага Т 
357—362 

генетические обозначения 39, 43, 125 

генетический материал 9—13 

— иДНК 276 

— и РНК 377—381 

— и хромосомы 105, 106 

— происхождение и эволюция 520—527 

— фага 353, 354 

генетический фактор 9 

тенетическое кодирование аминокислот 
449—461 (см. также код генетический) 

генетическое равновесие 216—228 

тенный контроль у кукурузы 477—484 

генбм 28, 44, 213, 280, Ни 324, 389, 451 

тенотип 9—13, 40, 44, 208, 386, 389, 396, 
397, 403, 467, 472, 515,525 

— и определение пола 120, 124 

°— соотношения 44, 42 

генофонд 216—228, 260, 262, 263, 266 

гермафродиты 120 

гетерогаметность 102 

гетерогенота 346, 349 

гетерозигота 44, 46, 188, 189, 387, 428 

гетерозиготность вынужденная 245 


ТТ 





гетероз 
гетерок 
гетероп 
гетероп 
гетерох 
493 
гетероц, 
гибрид 
— меж! 
— меж; 
— неж 
261 
— от 0 
— от дв 
гибриди: 
гинандр. 
гиперпи! 
гиперилс‹ 
гипоксав 
гипоморд 
гипоплой 
гипостаз 
гипофиза 
гистидин 
гистидин 
гистограм 
гистоны & 
— ацетил 
ГистохимЕ 
гифы 34, _ 
глаз 487, 
— трансп 
— цвет у 
498, 499 
глицерино 
глицин 42: 
тлобулины 
глутамино! 
глюкоза 4. 
глюкозо-6- 
глюкозо-6- 
149, 496 
глюкозилт]р 
ольджи а1 
гомозигота 
гомополиме 
гомоцистеит 
гонада 28, 1 
гормоны 94, 
горох садов 
125—127, 
горох души. 
«горячие уч. 
гранулы 39: 
группы кров 
группы сце 
— укукуру 
— У нейрос 
— У мыши | 
— число 148 
Гуанин (2-ам 
280 —288, 
— 1-метил 2 
— производн 
Гуанозин 405 
— трифосфат 


Раита (дурм 
— плоидност! 
Дауна синдро 
Двойное опло 


гетерозис 223—228, 252 

гетерокарион 35 

тетеропикноз 500 

гетероплоидия 164—169 

еее 397, 399, 404, 402, 486, 
4 

гетероцитосома 394 

гибрид 246, 247, 489 

— межвидовые 262—226, 265 

— межлинейные 250 

и и стерильность 
26 

— от одиночного скрещивания 227 

— от двойного 225, 227 

тибридизация соматических клеток 514 

гинандроморфы 114, 114, 445 

гиперпикноз 495 

гиперплоидия 184 

типоксантин 297, 297, 298, 409 

гипоморфы 209, 214 

гипоплоидия 184 

гипостаз 58, 444 

гипофизарная карликовость 91 

тистидин 345 

гистидиновая область у сальмонеллы 347 

гистограмма 546 

гистоны 268, 269, 289, 506—509, 542, 517 

— ацетилирование 508 

тистохимия 274, 281 

гифы 34, 394 

глаз 487, 488 

— трансплантация закладки 434 

— цвет у дрозофилы 67, 102, 488—494, 
498, 499 

глицериновый альдегид 523 

тлицин 428, 523 

глобулины 508, 515 

глутаминовая кислота 289, 428, 522 

глюкоза 449, 464 

глюкозо-6-фосфатаза 515 

тлюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (Г-6-ФД) 
149, 496 

глюкозилтрансферазы 465 

Гольджи аппарат 

томозигота 44, 46, 387, 418, 449, 487 

гомополимер 304, 522, 523 

гомоцистеин 442 

гонада 28, 445, 116 

гормоны 94, 4147 

о садовый 18, 38, 40—42, 43, 49, 97, 
125—427, 425, 127, 244, 245 

горох душистый 128 р 

«горячие участки» мутаций 406 

гранулы 392, 503 

группы крови 64—66, 84, 257 

группы сцепления 

— укукурузы 154 

— у нейроспоры 

— у мыши 150 

— число 148 

туанин (2-амино-6-оксипурии) 272, 277, 
280 —288, 297, 298, 409, 508 

— 1-метил 272 

— производные 272 

гуанозин 405 

— трифосфат 444 


Райита (дурман) 164, 470, 470 
— плоидность 165, 16 

Дауна синдром 174—173, 173, 
двойное оплодотворение 3 


485, 186 


двойной рецессив 52, 53 

ДДТ 236 

дезаминирование 409 

дезоксиадениловая кислота 273, 275 

дезоксиаденозин 272, 274 

дезоксигуаниловая кислота 273 

дезоксигуанозин 272, 274 

дезоксирибоза 272, 273 

дезоксирибозидаза (редуктаза) 463 

дезоксирибозиды 272, 273, 274, 275, 295, 
296, 412, 462 

дезоксирибонуклеопротамины 508 

дезоксирибонуклеопротеиды 278, 506 

дезоксириботиды (дезоксирибонуклео- 
тиды) 272, 273 274, 275 406 

дезокситимидин 272 

дезоксицитидиловая кислота 

дезоксицитидин 272, 274 

дейтеранопия 149 

деинтеграция 368, 414 

деление парамеций 387 

делеции, или нехватки (см. хромосома) 

Рертит, (живокость) 265 

деполимеризация 289 

депуринизация 409 

дерепрессия 475 

диабет 12, 235 

диада 24, 26 

диакинез 25, 26, 27 

дигибрид 52, 52, 422, 429, 489 

Даатит 467, 468, 524 

дикий тип 31, 31 

димеры 432 

— в гемоглобине 426 

— тимина 409—414, 410 

— урацила 412 

диплоид 19 

Рар1ососсиз 309, 466 

диплонема 24, 25, 26, 27 

дискордантность 85, 85 

дискретные переменные 534—545 

дисомик 469, 472, 173 

диспергирование 18, 19 

диссоциатор 414 

дистрофия мыпщ, 
496 


273, 275 


сцепленная © Полом 


дифракция рентгеновых лучей 282, 284, 
340, 444 

 ифференцировка у парамеций 516, 517 

диффузная стадия (стадия роста) 25 

дицентрик 397, 402 

диостераза змеиного яда 295, 380 

ДНК (дезоксирибонуклеиновая кисло- 
та) 269 

— аминокислоты 289 

— бактерий 289, 290, 306, 343, 465, 466, 

506 

биологическая репликация 302, 303 
вирусов 289, 290, 296, 299, 439 
вторичная структура 282, 284 

в хлоропластах 386 

гибридная по плотности 287, 287, 288 
глюкоза 463, 465 

гомологичная 343 

— двойная спираль 282, 284, 285, 289, 
292, 507 

— денатурация 288, 316, 350, 437, 442, 
507, 509 

— деспирализация 503 

— динуклеотидов последовательность 
299—301 


В | 
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— дупликация 307 А 

— та количества 274, 215 

— и трансдукция 343—351 { 

— и трансформация 309—318, 524 

— как генетический материал 276, 278, 
311, 348, 524, 521 2 

— как матрица 286, 292, 298, 347, 407, 
436—439, 462, 506—509 _ 

— как трансформирующий агент 310 

количество и распределение 276, 278 

краба 301 

легкая 287, 287, 288 

лейкоцитов 289 

локализация 268, 276 

меченая 299, 310, 344 

митохондриальная 391, 438 

молекулярный вес 296, 312, 359 

— нативная 288, 296, 315, 316, 409, 410, 
465, 507 

— нуклеозидный и нуклеотидный кон- 
цы 294—296, 294 

— нуклеотидный состав в разных ор- 
ганизмах 281, 465, 466 

— обратимость синтеза 298 

— однонитчатая 285, 288, 290, 408, 410, 
439, 466 

— организация ш \!у0о 280—286, 289, 
290 


в ва 


— остов 273, 276, 282, 289 

— плавление 315 

— полимеразы 294—296, 302—306, 462, 
464, 470 

— полимеры 273, 276, 289, 298 

— первичная структура 280, 281 

— поглощение ультрафиолетовых лу- 
чей 287 

— разделение нитей 285, 286, 296, 315, 
317, 409 

— разрыв и обмен 344, 344, 315 

— рекомбинация нитей ш уйто 315—347 

— ренатурация 288, 315, 3146 

— рентгенограмма 282, 282 

— репликация и разделение цепей 285, 
286, 287, 288, 289 

— репликация ш у1уо 286—289 

— репликация ш уЙто 292—304 

— синтез 4е поуо 304, 302, 315 

— синтезы экстенсивный и ограниченный 
294—29г 

— скручивание 282 

— содержание в геномах 280 

— содержание в колициногенных фак- 

торах 374 

= «сохраняющаяся» И «несохраняющая- 

ся» 504, 505, 508 

спектр поглощения 315 

спирализация 506 

тимуса теленка 289, 296, 300, 316 
тяжелая 286—288, 287 

увеличение цепи 294, 295, 295, 298 
Уотсона — Крика модель 282, 282, 

284, 285, 289 

— Урацил 465, 466 

— ферменты для синтеза предшествен- 
ников 463—465, 463 

— химический состав 269—275 

— хромосом слюнных желез личинки 
дрозофилы 289 

— цитоплазматическая 505 

— эволюция 524—525 

— эритроцитов 507 


680 


ГЕРОЯ 


— ядерная 276, 289. ы 

ДНКаза (дезоксирибонуклеаза) 275, 294, 
295, 299, 344, 453, 454 _ аз 

доверительный интервал 532, 53 

доза 209 

— мощность 197, 198 

— пороговая 201 

— удваивающая 239, 498 

дозовая компенсация 495—500 

доминантность 42, 55, 56, 84, 209, 247, 
219 

донор 310, 312, 324, 331, 336 | 

дрейф генетический случайный 218, 258, 
259 

дрожжи 281, 391, 466 

Ртозорй йа 

— библиография 37 

— глаз сложный 488 

дозовая компенсация 498—50. 

и внеядерные гены 383, 384 

искажение расщепления 400, 401 

— слюнные железы личинок 269 

— хромосомы в природе 252—255, 253, 
254 

— эффект положения 485—493 

— теаповаяег 31, 314, 32, 492 

— — кроссоверная карта Х-хромосо- 
мы 142 

крылья 57, 67 

моносомная и трисомная 167, 169 

обнаружение мутаций 210—243 

определение пола 110—115 

сцепление с полом 97—105 

триплоидная 113, 166 

хромосомная карта 199 

хромосомы 102 

— хромосомы слюнных желез 167 

регятяИ$ 262 

рзги4ообзсита 226, 234, 231, 258, 258, 

262, 500 

дупликация 183—187, 184, 197, 396, 432, 
4 493 


, 


В. 


А АТА 


Енольная форма 408 

естественный отбор 260—262 

Езспеса со (кишечная палочка) 293, 
294, 306—309, 306, 404, 466, 474, 525 

— генетическая карта 338, 339 

— карта сцепления 363 

— Гас область 470—472 

— состав оснований в ДНК 284 


Железа слюнная личинки дрозофилы 269 

жизненные циклы 30—35 

жизнеспособность (см. также мутант) 76, 
77, 71, 221 

жужжальца 491 


Закон экономии (см. Оккама п й 
зародыш с: 33 БавЕто) 
2еа тауз (кукуруза) 32, 33, 33, 2 Ма 
В 24, 4717 
— активатор (Ас) и дисс 
398—400, 399 И ОЩЕЕОВА Е) 
— библиография 37 
— генетическая карта 154 
— гетерозис 225, 227 } 
зерно]32, 33, 33, 399 
зигонема 24 
зигота 13, 327, 385, 498, 512 
зиготная индукция 348 





Идио 
мейн: 
излу‘ 
Е 
изоал 
изоге 
имагс 
имагР 
имин 
имму! 
инакт 
инбри 
инвер 
227 
ингиб 
индол 
индук 
индук 
472 
иноЗи; 
341 
иноку: 
инсул! 
интегр 
337, 
интерс 
интер4 
интер. 
интер. 
интрог 
инфекц 
ее - 
инъекц 
иониза! 
ионы м 
искаже 


Каппа- 
капуста 
карбокс 
кариосо 
кариоти 
кариоти 
карлик‹ 
каротин 
карты 3 
— генет 
ща“ г 


— един 
— кросс 
150, 1 
Каталаза 
Катализ 
катализа 
Квадрати 
548 


ана 20' 

ето-фор 
киназы 4 
кинетопл 

инетосо! 
кинетохо 
ислород 
т и пер. 
Клайнфе 
Клетка 13 
`` антии‹ 
`` гибрид 
`` донор 


Идиотия юношеская амавротическая се- 

мейная 22 

излучения 193 

— и мутации 193—204, 194, 195, 1 9 

изоаллели 66, 67, 205, 397 В 

изогенные линии 77 

имаго 32 

имагинальный диск 90 

имино-форма 408 

иммунитет 373, 374 

инактивация 498 

инбридинг 224—223, 221, 228, 401 

инверсии 180, 184—183, 188, 196, 226, 
221, 258, 259, 400, 407, 486 

ингибирование 468, 470 

индол 345, 423 

индуктор 471 

яИЕ 92, 93, 348, 349, 373, 471, 

инозиновой 
344 

инокуляция 402 

инсулин 12, 235 

интеграция 343—315, 324, 327, 329, 336, 
337, 340, 414 

интерсекс 114, 112 

интерфаза 16, 16, 18, 25, 26, 447, 495 

интерференция 4146 

интерферон 468 

интрогрессия 265, 266 

инфекционный фактор 334, 332 

информационная РНК, мРНК (см. РНК) 

инъекция 503 

ионизация 193—195 

ионы магния 292—294, 462 

искажение расщепления 483 


кислоты пирофосфорилаза 


Каппа-частицы 387—389, 467, 470 

капуста 264, 265 

карбоксильная группа 424 

кариосомы 495 а 

кариотип дрозофилы 102, 231, 252, 253 

кариотип человека 174, 172 

карликовость 90, 90, 91, 219 

каротины 522 

карты хромосомные 199 

— генетические 

— — Е. сой 331, 338, 339, 363 

— — фага лямбда 363 

— — фага Т4 356, 360, 361 

— единица длины 141 

— кроссоверные, или сцепления 142, 149, 
150, 154, 157 

каталаза 524 

катализ 522 т 

катализато 

о аНОВ отклонение 70, 532, 540, 
548 

квант 207 

кето-форма 270, 271 

киназы 464 

кинетопласт 392, 393 

кинетосома 392, 393, РИ ' 

кинетохор (центромера) *%» 

И. 271, 420, 524, 522, 525 

— и перестройки 196 7 

Клайнфельтера синдром 116, 41 

клетка 43, 14, 15, 293, 384 

= ЗАЕЕОВ 33, 33 ан 4 

— ти зация сома: 

— ОНО 99, 342, 324, 334, 336 


компетентность 342 
мембрана 14, 15 
организация 517 
плазматические 515 
— реципиент 310, 312, 324, 334, 336 
клон 307—309, 308, 320, 326, 327, 329, 
422, 514, 516 
код генетический 449—461, 525 
вырожденный 449, 452, 455, 458 
двусмысленный 449, 458 
колинеарный 459 
неперекрывающийся 450 
примитивный 523 
триплетный 455 
универсальный 458, 459 
кодон 449, 454, 456—458, 523 
— бессмысленный 452 
— идентификация 453—459 
— осмысленный 452, 459 
колинеарность 458 
колициногенные факторы 373—375 
коллаген 514 
коллохоры 200, 204, 396 
колхицин 263 
компетентность 88 
комплементация 358 
конидии 34, 34 
конкордантность 84, 85, 85 
конъюгация 204, 327, 329, 344, 368, 372, 
487 
— УЕ. сой 324—329, 326, 333, 336 
-— `у Рагатесшт 388, 388, 389, 467, 516, 
547 
кополимер 304, 412 
кортекс 516, 517 
корь 86, 402, 514 
космическая хемоэволюция 525, 
Софиттах (перепел) 95 
«коэффициента интеллектуальности» ме- 
тод 86 
коэффициент отбора 249 
—. фициент совпадения 84, 85, 85, 145, 
и 


4 

краб 301 

крапчатая бляшка 357 

расы кровяные тельца 64, 79, 79, 
42 

кристы 391 

кролик 41, 12, 65, 74, 78 

кроссбридинг 260, 261 

кроссинговер (см. также хиазмы) 127, 
430, 435, 138, 184, 290, 485 

— внутри цистрона 492 

— и сцепление 125—136 


526 


Ио 127—439, 135, 146, 147, 396, 
489 


— единица длины 134, 135, 137 

— частота 428, 134—136, 142, 143, 148, 
149, 157 

крысы 498, 544, 515 

ксантин 409 

со аз пиеггераз (разрыв кубитальной 
жилки) 67, 67 

куколка 32, 32 

культура ткани 174, 307, 308, 514 

ку рахЕНАЯ полноценная среда 90, 


сиШед ше (закрученные 
куры 100, 101, 101 
— коротконогость 87—90, 88, 89 


крылья) 57 








Лаг-период 304, 303, 304. 

Тас сегмент 369, 470—472 
лактат 404 

лактоза 474, 472 

лейкопласты 384, 386 

лейцин 325 

лейкоциты 402 

лептонема 24, 27 

летали 77, 77, 242, 231, 245, 246, 541 
— сбалансированные 254 
летальный эквивалент 233 
лизин 428, 507 

лизис 344, 348, 354, 355, 389, 453 
лизоген 344 

лизогения 348, 349 

лизосома 15 

лилия 24, 25, 26, 513 

липиды 377 

литический цикл 355 

личинка 32, 32 


локус 131, 254, 313, 326, 334, 345, 348, 


384, 422, 481, 482, 489, 496, 497 
лошадь 425 
лук 17, 506 
лучи Гренца 195 


1х («низкая частота рекомбинации») 332 


лямбда-частицы 387 


Мадия 262 


макронуклеус (мегануклеус) 387, 516 


малярия 225, 226 

марганец 407 

маркеры селектируемые 327 

маркеры неселектируемые 328, 328 

Марс 246, 526, 527 

матрикс 198, 505 

матрица 297, 298, 300, 521 

«Маху», метод 242, 243 

мегаспоры (мегаспороциты) 32 

Е тибридизация 263, 264, 264, 

межнуклеотидное расстояние 444 

мейоз 23—25, 422, 495, 524 

анфаза 1, ПШ 25—28, 25, 27 

второе деление 26 

диффузная стадия (стадия роста) 25 

диакинез 25, 26, 27 

интерфаза Г 25, 26 

мт Т, П, 25, 26, 27, 28 

модификации 397 

и пары генов 53—55, 54, 55 

профаза Г, И 24, 25, 26, 28 

— диплонема 24, 25, 26, 27 

— зигонема 24 

— лептонема 24, 27 

— пахинема 24, 25, 27 

— синапсис 24, 29 

телофаза 1, 11 25, 26, 28 

у нейроспоры 133, 133, 134 

— у энотеры 247—249, 248, 249, 250 

мейотический дрейф 401 

Меаапапит. 124 

меланин 419, 420 

Меапоршз (кузнечик) 504 

мембрана 14, 15, 394 

мера интеллектуальности 86, 87 

мерогенота 334, 371, 372 

мерозигота 334, 349, 370 

меромиксис 334 

метаболизм 204, 269, 276, 397, 405, 414, 
ААТ, 449, 420, 516 
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О Г ПОВ Га 


— врожденные ошибки 418—420 

метагоны 467 

метаморфоз 32 

метан 524 

метафаза 14, 16, 18, 25, 26, 27, 28 

метиленовый зеленый 275 

метионин 343, 442 

миграции 218, 258 

Мусофасетит 281, 300, 466 

микроделеции 205, 485 

микродупликации 205, 485 

микронуклеус 387—389, 516. 

микроспектрофотометрический метод 275 

микроспоры (микроспороциты) 32, 543 

миксина 432 

минога 432 

миоглобин 431, 432, 432 

митоз 13—18, 16, 17, 396, 495, 543, 514, 
524 

— действие облучения 199 

— регуляция 513 

митомицин С 409 

митохондрии 15, 394, 391, 393, 516, 524 

мицелий 34, 34, 514 

млекопитающие 495—498 

множественный эффект (см. плейотро- 
пизм) 

модулятор 478 

мозаичность 385—387, 385, 477—484, 
478, 479, 498 

— функциональная 496, 497 

— эритроцитов 514 

моллюск 392 

моль 101 

монада 24, 26, 30 

моновалент 24, 26, 28 

моногибрид 52, 429 

мономеры}293, 440 

мононуклеотиды 277, 278 

моносомик (гаплосомик) 167, 169—173 

морской еж 165, 281 

мостик 178, 179 

мультигенные (полигенные) признаки 
69—72 

мутабильность 206, 396 

мутагены 206, 310, 320, 412, 444 

— и антимутагены 404, 405 

— физические 441 

— химические 404, 407, 409, 411 

мутагенез 290, 409 

мутагенный эффект 405 

мутант (см. также ген, мутации) 43, 57 
320, 358, 406, 450, 478 з 
бактериальный 309, 424 
внехромосомный 391 

и популяции 216 

конститутивный 472 

обнаружение 162—164, 210—213 

супрессор 453 

устойчивость к антибиотику 323 

чувствительность к температуре 544 

мутационные «горячие участки» 406, 414 

Е ом т 206, 405, 406 
ация . мутант 

МВ НБ, 486, 488 00 18, 77, 

«видимые» 242 

в природных популяциях 231, 232 

темизиготные 240—213 


тенетический ко; 
генные 204 325608 


терминальные 238—241 
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ВЕ 
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— индуцированные 205—207, 240 

— итепло 193 

— иультрафиолетовые лучи 409 

— и эволюция 236, 237 ^ 

— летальные 77, 241, 243, 234, 232 

— молекулярные основы 404—445 

— обнаружение 162 

— обратные 406, 484 

сн существования в популяции 

— плейотропное действие 447 

— полулетали 77, 234 

— соматические 237, 238 

— спектр 206 

— спонтанные 205—207, 240, 323, 414 

— стерильность 231 

— субвитали 77, 231, 232 

— субнуклеотидные 407—413 

— точечные 203—215, 236, 241, 397, 398, 
409, 422, 423, 450 

— убактерий 307, 320—324, 397 

— фенотипические эффекты 
208—243 

— частота 206, 207, 242, 235, 238, 239, 
324, 405, 414 

— оэкспериментальное определение 413, 
4414 

мышечная дистрофия 496 

мышь 76, 77, 90, 94, 92, 116, 447, 497 
498, 515 

— группы сцепления 149, 150 

— культура ткани 513, 514 

— митохондрии сердца 391 

— мутации 154—155 

— эффект положения 497 


точечных 


Нейроны 470, 515 

М итозрога стазза (хлебная плесень) 34, 
34, 35, 309, 391, 424—423, 433 

— библиография 37 

— кроссоверная карта 157 

— митохондрии 391, 391 

неоморфы 209, 210 

Мереа (кошачья мята) 387 

вехватки, или ди (см. хромосома) 

МсоНапа (табак) 67, 6 . 

нитей Они т УЙго 345—847 

нормальная кривая 546 

нуклеиновая кислота (см. также ДНК, 
РНК) 277, 218, 402, 407, 444, 465, 522, 
524, 527 

нуклеогистон 506 

нуклеозиды 277, 278, 462, 521 

— фосфаткиназа 464 

нуклеоплазма а о Ро 

нуклеопротеи, , , ее 

ВОИ 22, 283, 289, 350, 449—452 

— монофосфаткиназа 463 

нулевая гипотеза 536 

нуллосомик 172 

Ньюкасла болезнь 377 


Обмены 29, 44, 260, 261 , 

обратной связи механизм 470 

обучение и РНК 5415 

овариолы 31 32, 120 

однодоь астение 32, 120 3 

Е ИЕ первичный эффект 424, 
424, 433 р у 

один ген — один полипептид 424—426, 
434 





один ген — один фермент 421, 42 

Оепотега (ослинник) 164, 244— 
245 

озон 522 

Оккама правило (закон экономии) 40, 205 

околоплодник 33, 33 

оксидаза 419, 420 

оксиметилаза 464, 511 

олигодезоксириботид 301 

омматидии (фасетки) 486, 487 

оогенез 32, 397 

оогонии 31 

ооциты 34, 32, 498, 504—508 

оперон 470—475 

оплодотворение 13, 32, 33, 54 

— двойное 33 

— само или перекрестное 42, 43, 2 

— случайное 51 

ортофосфат 464 

основания органические 269—272, 280— 
290 

— замена ротационная 412, 414 

— изменения в новых генах 412, 443 

— изменения в старых генах 408—412 

— метилирование 442 

— пары 283, 283, 409, 409 

— содержание в разных организмах 280, 
281 

— состав в ДНК 465, 466 

отбор 218, 396 

— генотипов 219 

— коэффициент 219 

— против мутаций 219, 220 

«отпечатки пальцев» 426, 427, 430 

ри метод 321—326, 322, 323, 
26 

ошибки включения и репликации 412 


> 
а 
5) 


Пальцы 80, 81 

панмиксис 224 

папоротник 400 

парагидроксилаза 420 

паракристаллическая структура 283 

Рагатецит 387—390, 388, 389, 467, 
516 

параметр 538 

парамутирование 482—484 

паранемное и плектонемное скручива- 

ние 282 

парасексуальность 514 

парацентрический разрыв 180, 181 

паркинсонизм 515 

партеногенез 166 

пенетрантность и экспрессивноеть 80— 
82 

РетеЙшт 514 

пентозы 274, 273, 277, 218 

пептидная связь 424 

перекрест 134, 132, 486, 489, 490 

перекрывание фенотипов 39 

переменные дискретные 531—535 

переменные недискретные 534 

переменные непрерывные 545—550 

перепончатокрылые 120 

перикари 477 

период полураспада 240 

перицентрический разрыв 180, 181 

пермеазы 471, 472 

пестик 32, 33, 67 

пигмент 398, 399, 420, 478, 482, 522 

пиноцитоз 312 
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пиноцитозный пузырек 15 


пиримидины 269—274, 270, 271, 277, 297, 


408, 465 С 
пирофосфат 292, 294, 298, 442, 464 
питательная среда 421 
питающие клетки 34 
плазмабласты 544, 515 
пластиды 384—387 
плейотропизм 77—79, 78, 93, 245 

420 
плодовое тело 34, 35, 133 че" 
плойдность 464, 165, 174, 396, 397, 495 

496 
плотности градиент 287, 287 
плюс минус критерий 541 
Рпеитососсиз 314 
пол 
— аномальные типы 112 
— индекс 112, 113 
— мозаичность 444, 114, 115 
— определение 440—124 
— соотношение у человека 118, 119 
— сцепленные с полом гены 97—102 
— убактерий 331—341 
— у хламидомонады 390, 394 
— фактор 370—372 
— хроматин 495—497 
— хромосомы 97—109 
поли- (А + У) 303 
поли- (4А -- Т) 303 

полиадениловая кислота 523 

полидактилия 79—81, 80 

полидезоксириботиды (полидезоксири- 

бонуклеотиды) 273, 276 

поликариоцитоз 514 

полимер 273, 304, 523 

полинемия 167, 166, 168, 174 

— степень 276 

поиуиеОтАНЫ 273, 276, 2718, 466, 523, 


— фосфорилаза 445, 454 

полиомиелит 85, 85, 377, 467 

полипептиды 282, 424, 425, 442, 522 

— амино (№МН»-) конец 444 

— идействие гена 417—434 

— карбоксильный конец 444 

— синтез и РНК 436—446 

полиплоидия 164, 174, 414 

полирибонуклеотид 454, 455 

полириботид 277, 278 

порево (полисомы, или эргосомы) 
4 


полисомик 171 

полиспермия 505 

полиуридиловая кислота 523 

полифосфаты 522 

полового процесса значение 124 

половой числовой индекс 142, 113 

положения, эффект 398 

— У дрозофилы 485—494 

полосковидные глаза 240, 486 

полусибсы 222, 228 

полутранслокация 185, 186, 253 

полярные ядра 32, 33 

популяций генетика 246—228, 234—242 

— метод 44 

порфирины 522 

Роепи Ша (лапчатка) 259 

потенциал размножения (биологическая 
приспособленность, или адаптивная 
ценность) 208, 240, 248 
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початки 32, 478 ь. 
признаки мультигенные 69—73 


приспособленность биологическая (см. 


потенциал размножения) 
провирус 468 
пролин 455 
промотор 372 2 
проростки кукурузы 385, 386 
протамины 268, 269, 289, 507, 508 
протеиноиды 522 
Ргоеиз 350 
протонное излучение 522 
прототрофы 312, 326, 344, 422, 413 
профаг 468 
профаза 14, 17, 18, 24, 25, 26, 28 
профлавин 407 
Рзеидотопаз 350, 446 
пурины 270—272, 270, 277, 281, 297, 408, 
409, 466 
— 2-амино 272 
— б-диметиламино 272 
— 6-метиламино 272 
— рибозиды как антимутагены 404, 405 
пуромицин 437 
пуфы 503, 504, 506, 508 
пшеница 168 
пыльца 68, 4131, 385 
пыльцевое зерно 32, 68 


Равелаза, анравелаза 317 
рад 195, 239 
радиация 199, 244 
радикал 270, 526 
радиоавтография 503, 505 
размножение бесполое 13 
размножение половое 43 
рак 284, 396, 515 
Вапа (лягушка) 165, 512 
распространяющийся эффект 485 
тия РНК (см. РНК транспорт- 
ная 
расщепление 28—30, 50, 469, 414 
— аллелей 38—48 
— независимое 30, 50, 54, 51 
расы 257—260 
— аллопатрические 259, 260, 266 
— и происхождение видов 257—267 
— симпатрические 259, 260, 266 
г П область 357—362, 358, 360, 361, 449— 
453, 492 
реверсии 474, 481, 487 
регрессия 71, 72 
редька 264, 265 
резус фактор (ВЪ-фактор) 65 
рекомбинанты 128—131, 147, 326, 334, 
345, 400 и 
енатурация 
ЕЯ. 239 
рентгеновы лучи 193, 281, 282, 320, 522 
— и мутации 193—198, 194, 195 ^’ 
рентгенограмма 282 
Тепдиватявная форма 380, 439 
епликация (см. также 
718,319, 464, 466 ДНК, РНЮ) 16, 
репрессор 471, 472 
репродуктивная изоляция 260, 


р 
ВороузхЕВНый потенциал 249, 261, 262 


235, 236, 
ретикулоцит 454, 458 

ретинобластома 219, 234 

рецессивность 42 





р иини_ 





рибоза Д 
— 2’-дез 
273 
рибозиды 
466 
— как а 
ибонукл 
ибонукл 
рибонукл 
ибонукл 
ибосомн. 
рибосомы 
542, 51 
— поли‘ 
риботиды 
иккетсиг 
РНК 2771, 
— вируса 
380 
— в пуфа 
— вторич 
— двунит 
— и анти 
— и генет 
— и коди 
— инфор 
443—44 
— и пол 
— как ге 
— как ма 
— компле 
— метагое 
— метили 
— молеку. 
— немети; 
— однони’ 
— первич: 
полиме] 
— зави 
— зав 
последо 
442, 452 
— при диф 
516 
— регулян 
— реплика 
— реплика 
— рибосом 
— синтез. 
516 
— синтетаг 
— транепо, 
или ада! 
— химичес 
—_ ядерная 
РНКаа (Г 
445 


| 


рогатый ск‹ 
Р:, Р, 39, . 
Родословны 
—` анализ ‹ 
— обозначе 
Роста стади 


Сайт 204, 24 
@1топеИа 
473 
<амореплике 
самостерилы 
балансиров 
245, 246 





рибоза Д 271, 213, 271, 407 
25 -наСТНЕт (дезоксирибоза) 
27 
а (рибонуклеозиды) 277, 380, 407, 
46 
— как антимутагены 404, 405 
рибонуклеазы 218, 467 
рибонуклеозиды 463, 467 
рибонуклеопротеиды 277, 437, 440 
ибонуклеопротеин 377 
рибосомная РНК (см. РНК) 
рибосомы 436—439, 437, 442, 443, ‹ 
542, 514 
— поли 444 
риботиды (рибонуклеотиды) 277, 
риккетсии 
РНК 277, 523, 524 
— вируса табачной мозаики (ВТМ) 378— 
380 
— в пуфах 503 
вторичная структура 379 
двунитчатая 380, 384 
и антитела 544, 515 
и генетическая рекомбинация 377 
и кодирование аминокислот 449—459 
информационная, мРНК 438—440, 
443—445, 443, 451—454, 415, 513 
— и полипептидный синтез 436—446 
как генетический материал 377—381 
как матрица для синтеза ДНК 303 
комплементарная 380, 440, 410, 415,525 
метагонов 468, 524 
метилированная 442 
молекулярный вес 437, 438 
неметилированная 442 
однонитчатая 282, 380, 381 
первичная структура 379 
полимераза 439, 470, 516 
— зависящая от ДНК 440 
— зависящая от РНК 380 
— последовательность нуклеотидов 441, 
442, 452, 454 ых 
— при дифференцировке и обучении 515, 
516 


— регуляция синтеза генов 466, 467 
— репликаза 380 
380, 384, 466, 468 
— рибосомная 437, 440, ААА, 467 
— синтез 438—444, 445, 467, 495, 
516 
— синтетаза 380, В | Е 
— транспортная, т растворимая, 
или ая) 444, ААА, 442, 443, 507 
— химический состав 277, 278 
— ядерная 439, 515 
В (рибонуклеаза) 379, 
5 
рогатый скот 62, 262 
Ра, Р, 39, 40 Е 
родословные 45, 80, 105, 109, 
— анализ 44 
— обозначения 44, 44 
роста стадия 25 


508, 


224, 447 


Сайт 204, 243, 405, 443, 415 Е к 

байпопеЙа 343—354, 341, 348, 372, 402, 
473 

<аморепликация 346 

<амостерильность 67—69 


сбалансированная летальная система 


245, 246 


сбалансированный полиморфизм фено- 
типов 234 
сверхсамки 112, 112, 143 
сверхсамцы 112, 112, 113 
сегреганты 327 
седиментации единицы 437 
сексдукция 371 
селектируемые маркеры 327 
семяприемник 31 
семя 385 
сера радиоактивная 354 
серин 289, 423, 455 Аха 
серповидноклеточная анемия 78, 79, 19, 
224, 225, 428 
беттайа 340 
сиамский кот 12 
сиблинговые виды 262 
сибсы 82, 222, 228 
ЭмвеИа 3172 
сигма-частицы 384, 389 
синапсис 24, 130, 467, 204, 251, 312, 345, 
396, 499 
синглет 516 
синергида 33 
система обратной связи 471 
скрещивание 39, 52, 76, 1 
анализирующее 52, 53 
ассортативное 224 
возвратное 53 
двойное 225, 227 
дигибридов 74, 74 
межвидовое 503 
одиночное 227 
неслучайное 220—223 
— реципрокное 39, 129, 129, 131 
с-мутанты 363, 363 
боапит, 263 
соматические клетки 23 
— гибридизация 514 
сомиты 94 
сополимеры 522 
богача Нписо1а 161 
брагипа (болотная трава) 264 
сперма 31, 281, 289, 301, 384 
сперматека 34 
сперматиды 31 
сперматогенез 31 
сперматогонии 34 
сперматоциты 34 
спермии (сперматозоиды) 13, 32, 
324, 406, 487, 505 
— у человека 118, 119 
спермиогенез 118 
спирохета 449, 384, 389 
спорофит 32, 33 
споры 433, 134, 435, 422 
среднее арифметическое 70 
— выборочное 547 
средняя ошибка 547 
бар Л1юососсиз 350 
стерильность 231 
— перекрестная 68, 69 
— само 68, 69 
стероиды 516, 517 
стерол 546 
стрептомицин 312, 343, 320, 324, 324, 323, 
332, 390 
стронций-90, 240, 241 
субвитали 231, 232 
сульфаниламид 406 
суперрегуляторные механизмы 483, 484 
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суперрепрессор 471, 473 
суперсексы 112, 112 
супрессия 499, 500 
супрессор 397, 450, 473 
сага (комар) 504, 505 


Талассемия 46 

талидомит 12 

т (тау)-критерий 548 

таутомерия 408, 408, 409 

теломеры 177, 200, 203, 524 

телофаза 16, 17, 17, 25, 26, 28 

тельце Барра (хроматин половой) 495— 
497, 500 

температура и мутации 206 

теофиллин как мутаген 404 

тепло 193, 522 

Тернера синдром 116 

тестостерон 546 

тетрада 24, 26, 490 

тетрамеры 427, 429, 430, 545 

тетраплоиды 113, 164, 165, 165 

тиамин (витамин В1) 325, 424, 422 

тимидилатсинтетаза 463, 512 

тимидиловая кислота 273 

тимидин 274 

— киназа 543, 517 

тимин (2,6-диокси-5-метилпиримидин) 270, 
271, 271, 280—283, 283, 406, 465 

— димеры 409, 440 

— как мутаген 405 - 

тиоурацил 466 

тирозин 418, 419, 420 

тироксин 516 

1-критерий 539, 548 

транзиция 411—443, 441 

трансверсия 411—413, 411 

транс 343—354, 348, 374, 372, 
389 


— абортивная 346, 349, 470 

— механизм 465 

ис (общая) 345, 349, 
5 


— полная 346 
ыы (ограниченная) 348— 


— сцепленная (котрансдукция) 345, 346 
ро рисия 438, 452, 467, 468, 500, 


— единица 473, 475 

— и дифференцировка 512, 513 

транслокация реципрокная 4184, 185, 
199, 249—253, 251, 402, 492, 497 

трансляция 438, 452, 523, 525 

трансмиссионная генетика 38, 49, 93 

трансплантация закладки глаза 434 

транспозиция 187, 190 

транс-положение 362, 362, 489, 489 

транспортная РНК, тРНК (см. РНК) 

трансформация тенетическая 309—318, 
324, 326, 345, 414, 514 

вероятность 312 

внутривидовая 312 

и интеграция 313—315 

и мутация 311 

и синапсис 312—314 

как механизм генетической рекомби- 

нации 312 


ат 


— частота 344, 343, 326 
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треки ионизации 193, 196, 200 
треонин 325, 343 

тривалент 169 

трипаносомы 393 3 
триплеты 449, 451, 455, 458 
триплоид 143, 113, 166 
трипсин 353, 427, 428 
триптофан 345, 404, 433 

— пирролаза 515 

— синтетаза 423, 424 
трисомики 169, 171—173 
тритий 505 

тритон 504 

туберкулез 85, 85, 280 
тюльпан 263 


Углевод 407 

углекислый газ 383, 384, 524 

углерод-14 240, 268, 292, 293, 525 

уксусный альдегид 523 

улитка 120, 505, 543, 517 

ультразвук 522 

ультрафиолетовые лучи (УФ) 193, 277, 
287, 409, 522 

— и мутации 206, 207 

— и индукция 348, 363, 440 

Упртравентокоутировныно 287, 288, 465, 
об 


Уоринга смеситель 333 

Уотсона — Крика модель 282, 282, 284, 
285, 289 

урацил (2,6-оксипиримидин) 271, 277, 
297, 409, 503 

— в ДНК 465, 466 

— димеры 442 

— 5-бром 297, 406, 466 

— 5-фтор 298, 453, 466 

— таутомеры 408 

уридин 405 

устойчивость к колицинам 373 


Фаг (см. бактериофаг) 

фагоцитоз 312 

фактор передачи устойчивости (ВТЕ) 
372, 373, 375 

факторы роста 433 

фамильное древо 44 

фасетки глаз 486, 487 

Фельгена метод 16, 275 

фенилаланин 325, 418, 419, 420, 454 
енилкетонурия 224, 221, 223, 429 
енилпировиноградная кислота 420, 420 
еногенетика 87, 93 


енокопия 12, 332 
енол 378 
енот 10—13, 38, 52, 163, 208, 393, 
48 


— соотношения 41, 42, 55—59 
и изменчивость 11 


ооичеСко различие 14, 12, 38, 

25 

се сходство 11, 12, 38 
енотипической вариации амплитуда 
(норма ТИ 412 
енотипический эффект 11, 3: 

а 83, 398, 401, 

ре ыы и гены 421—424, 470, 471 
ертильность 171 

Ки, Е› 39—42 

фибробласты 194, 505 

Ри Р клетки 331—344, 368—372, 474 
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окомел 

ормил! 

осфать 
фосфат 
фосфодя 
фосфодя 
фотовос 
фотопр‹ 
фосфор 
фак 


Нафто 
Харди. 

сия ‹ 
Хе-лок 
хемоси! 
Хепори 
хиазмы 

131, 

422 ( 
хиазм 1 
Х (хи)-1 
хемотр; 
Сратгопос 
СШату 
хлорам 
хлороп 
хлороф 
хондро 
хромат 

179, 
хромат 
— пол 
хромат 
хромат 
хромом 
хромос 
— анэ 
— ано 
— ано 
— аце 
— бак 
— бал 
— гет 
— тет 

204, 
— гиг 
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фокомелия 88 

формильные группировки 523 

фосфаты 213, 275, 217. 295, 299, 407, 463 
— — пиро- и орто- 464 : 
фосфодиэстераза змеиного яда 380 
фосфодиэстераза селезенки 294, 295, 299 
фотовосстановление 410, 414 
фотопродукт ультрафиолетовых лучей 409 
фосфор -32 (Р“?) как мутаген 408 ` 
Е-фактор 331—344, 368—375 


С иапа: (оса) 120 

Харди — Вейнберга правило ав Е 

сия 24, 228-230 © оО 

Хе-локус 149 

хемосинтез 522 

Хепориз 1аел$ (жаба) 440 

хиазмы 24—26, 26, 29, 30, 44, 130—136, 
131, 134, 135, 143—147, 143, 145, 157, 
422 (см. также кроссинговер) 

хиазм интерференция 145, 147 

Х (хи)-квадрат 537, 538, 539, 542—544 

хемотрипсин 427 

С1итопотиз (комар) 503 

СНМатудотопаз тетйага: 289, 390, 394 
хлорамфеникол 323 

хлоропласты 384—386, 437, 524 
хлорофилл 384—387, 524, 526 
хондродистрофия (ахондроплазия) 88 
хроматида 44, 46, 47, 18, 24, 145, 151, 

479, 480, 495, 289, 290 

хроматин 16, 507, 508 

— половой (тельце Барра) 495—497, 500 
хроматография 427, 463, 506 
хроматофорные группы 409 

хромомеры 506 

хромосома 44—18, 16, 17 

— анзуплоидность 169, 180 

анэусомия 169—174, 173 

анауцентрическая 182 

ацентрическая 178 

бактерий 335, 337, 466 

баланс 114, 469—173 

тетероморфная 104 у 

— гетерохроматиновые участки 468, 199, 
204, 204, 462 

— гигантские 19, 506 

— гипер- и гипопикнотические 495 } р 

— томологичные 18, 19, 30, 263, 396, 493, 
499, 524 

— движение 14, 247, 248 

— деспирализованные 498, 508 

— диминуция 505 

— дицентрическая 178 

— дочерние 524 

— дублеты 449, 458, 492, 546 й 

— дупликация 483, 184, 184, 332 (см. так- 
же дупликация) 

= ВЕ числа 162—174 

— изохромосома 178 9 

— как генетический материал 48, 19, 
405—407 о 

классификация он 252 

количество 48, 1 

кольцевая 184, 203, 336, 466 

конденсация 498 

К рОСОВЕЕВ м 

линейные , 

«ламповые щетки» 505, 506, 508 

матрикс 505 

моноцентрическая 403 


РОТОР 


АЕ Г 





— мостик 178, 179 

— негомологичные 18, 30, 480 

— нерасхождение 103, 103, 1404, 169, 
174, 397 

— нехватки, или делеции 478, 180, 181, 
183, 184, 188, 190, 196, 254, 358, 396, 
407, 454, 452 

— объем 196 

— перестройки 496—201, 244—255, 244, 
245, 248, 249, 250 

— петли 188, 505, 506, 508 

ао 18, 249, 250, 253, 400, 490, 

[О 

— полинемные 167, 167, 168, 289, 397, 
403, 499, 503, 506 

— полицентрические 203, 403 

— половые 97—107 

— пуфы 503, 504, 506, 508 

— разрыв 479, 179, 180, 180, 193—197, 
195, 200, 334, 335, 398, 402, 485 

— расхождение 29 

— расщепление 28—30 

— редукция числа 19, 24 

— рекомбинация 29, 42, 49 

— репликация 46—18, 40, 42, 167, 525 

— слюнных желез 167, 168, 188, 189, 
397, 486, 487, 492, 493, 499, 506 

— спирализация 495, 500, 509, 525 

— структурные изменения 177—190 

— — вызванные облучением 193—201 

— сцепленные Х 404, 490, 490 

— утрата 169, 170, 173 (см. также не- 
расхождение) 

— форма 46, 247, 248, 249, 254 

человека 18, 172, 173, 194 

число 18, 1413 

элиминирование 505 

эталонные 251 

эупикнотические 495 

эутеломерные 183 

эухроматиновые участки 168, 199, 

201, 204 

— эуцентрические 182 

хромоцентр 168 

Н}-клетки 332—337, 335, 336 


РТ Ц 


Цветовая слепота 102, 129, 149 

цезий-137, 240, 392, 393 

цезий хлористый 287 

центриоль 392, 524 

центромера (кинетохор) 14, 16, 29, 30, 
249, 392, 400, 422, 486, 490, 524 

центросома$ 15, 392, 393 

цис-положение 362, 489, 489, 490 

цистидин 405 

цистин 325 

цис-транс тест 362, 489 

цистрон 362, 362, 413, 449, 450, 492 

цитогенетика 30, 187, 188, 255 

цитозин (6-амино-2-оксипиримидин) 270, 
274, 274, 271, 280—288, 409, 453, 
464 

— 5-бром 297 

— 5-гидроксиметил 274, 271 

—5-метил 274, 274, 297 

— 5-фтор 298 

цитоплазма 43, 15, 508 

цитоплазматические факторы 512 

цитоплазматический мостик 343, 467 

цитосома 13 

цитохимия 275 
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Человек 

— анэусомия 174—174 

— близнецы 82—87, 83, 85 

— тенетика 44—46, 44, 45, 
232—241 

— и радиация 194, 237—241, 238 

— карта Х-хромосомы 149 

— нуклеотидный состав ДНК 281 

— содержание ДНК 280 

— хромосомы 18, 172, 173, 494, 496 

чистая линия 410, 10, 44, 38, 244 


115—119, 


Шерстистые волосы (уоПу) 45 

шизофрения 86 

штаммы 309, 320, 325, 335, 336, 348, 379, 
453, 463 

штриховой посев клонов 308, 321 


Щавелево-уксусная кислота 523 


Эволюция 242, 281, 396 

— биологическая 218 

генетического материала 520—528 
ДНК и РНК 5726, 527 

и дупликации 434, 432 
молекулярная гемоглобина 431—434 
предгенетическая 525 
постгенетическая 525 

структурная 527 

— химическая 524—527 

экдизон и образование пуфов 503 
экзогенота 346, 348, 369 

экзонуклеаза 380 

эклипсная фаза 511 

эксконъюгант 467, 516 

экспрессивность и пенетрантность 82, 83 
электромагнитные волны 4193 


Е быстрые и мутации 193, 197, 
98 


КЮ 1 


электрофорез 506 

элиминация 186, 397 

эмбрион 87—94, 89, 92 Е 

эмбриональное развитие 32 

эндолизины 355 .. 

эндоплазматический ретикулум 15 

эндорепликация 166 

эндосимбионты 467 

эндосперм 33, 33, 398, 498 

энергия 193, 195, 292 

энотера (см. Оепо#ега) 

энцефалит 377 

эписомы 331—342, 350, 354, 384, 392, 
402, 470, 513 

— бактерий 368—375 

— и умеренные фаги 350 

— как мутагены 404—403 

эпистаз 58, 59, 81 

эритроциты 64, 65, 79, 496 

— ДНК в мембранах 516 

эры химической эволюции 524—525 

эстрогены 516 

эуплоидия 164, 174, 237, 238, 396, 496 

эухроматин 404, 486, 493 

эякуляция 31, 118 


Яблоня 9, 263 

ядерная мембрана 14, 15, 392, 495 

ядерные зоны у Е. сой 306 

ядро 13, 15, 26, 32, 268, 514 

ядрышко 14, 15, 504, 506 

япрышновый организатор 18, 440, 441, 
5 


яйцеклетка 13, 384, 406, 505, 512 
яйцо 32, 32 
янтарная кислота 423 
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